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COMPOSES, COMPOSITIONS ET METHODE POUR LE 
TRANSPORT DBS MOLECULES DE CYCLOSPORINE A TRAVERS LA 
BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE 

DOMAINS DE L' INVENTION 

La pr^sente invention se rapporte k 
1' utilisation de peptides vecteurs pour le transport des 
molecules de Cyclosporine k travers la barridre h6mato- 
enc6phalique (BHE) ainsi qu'a 1 'utilisation desdits 
composes pour la preparation de medicaments utiles pour les 
maladies cSrSbrales comprenant les traumatismes c6r6braux, 
les dommages de la moelle 6piniere, 1' accident vasculaire 
c6r6bral, et les maladies neurodegeneratives incluant la 
maladie d' Alzheimer, de Parkinson, de Huntington et de 
Charcot (sclerose amyotrophigue laterale) aussi bien que 
les scleroses multiples. 

LA CYCLOSPORINE . 

La cyclosporine A est un medicament 
20 immunosuppresseur. Le traitement medical decrit ci-dessous 
a deja ete decrit, dans le Brevet Americain No. 4,117,118 
et de nombreux autres, qui relatent sa production, sa 
formulation et ses proprietes immunosuppressives. 

La cyclosporine A est produite par le 
25 champignon Tolypocladium In f latum Gams. C'est un poly- 
aminoacide cyclique, constitue de 11 acides amines. L'un de 
ces acides amines, un B-hydroxyaminoacide appeie butenyl- 
methyl-threonine (MeBmt) existe uniquement dans la 
cyclosporine A. Le poids moieculaire est de 1202,6 et la 
30 composition chimique est C^j^j^jN^^O^j. 

La molecule est hautement lipophile, et done 
peu soluble dans I'eau. Le medicament est transporte dans 
le sang pour 58% a I'interieur des hematies, pour 
approximativement 10-20% dans les leucocytes^ et 33% se lie 
35 aux proteines plasmatiques . Dans le plasma, la cyclosporine 



10 
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A est llSe aux lipoprot^ines de haut poids rool^culaire 
(HDL), de faible poids mol6culaire (LDL), tres falble poids 
mol6culaire (VHDL) et une petite fraction h I'albumine. Une 
trds petite fraction est libre dans le plasma. 
5 La molecule est m^tabolis^e, principalement 

dans le foie par le cytochrome F450. II existe au moins 40 
metabolites connus de la cyclosporine A, avec diverses 
modifications chimiques, comme des hydroxy lations , des 
d6m§thylations , des oxydations et des formations d' Epoxide. 

iO II existe de nombreux variants de la cyclosporine A, 
diff^rant par exemple par un acide amin6, qui ont des 
propri6t6s pharmacologiques similaires. Normalement, la 
cyclosporine A ainsi que la plupart de ses m6tabolites ne 
passent pas la barriere h^mato-encephalique (Begley et al., 

15 1990 ; Lensmeyer et al., 1991). Quand le transporteur 
glycoprot6ine-P est inactif ou que la barrifere h^mato- 
enc^phalique est rompue, la cyclosporine peut passer Sl 
travers et entrer en contact avec les neurones. Plusieurs 
analogues de la cyclosporine peuvent facilement traverser 

20 la barriere h6mato-encephalique. Plusieurs analogues de la 
cyclosporine ne sont pas immunosuppresseurs. II y a un 
sous-ensemble d' analogues de la cyclosporine qui peuvent a 
la fois passer facilement la barriere h6mato-enc6phalique 
et qui ne sont pas immunosuppresseurs. 

25 Le transporteur glycoprot4ine-P est apparente 

au MDR ou « resistance multi-drogues ». On trouve la 
proteine MDR dans diverses cellules tumorales et elle est 
responsable du transport actif vers l'ext§rieur d'autres 
medicaments chimioth^rapeutiques efficaces. La presence du 

30 MDR confere aux cellules tumorales la resistance ^ ces 
medicaments chimiotherapeutiques et empeche I'effet anti- 
tumoral recherche. La cyclosporine est un inhibiteur du 
MDR, et permet aux molecules therapeutiques de penetrer 
dans les cellules tumorales, provoquant un meilleur effet 

35 anti-tumoral. 



wo 03/070755 PCT/FR03/00591 

3 

La famille des cyclosporines comprend les 
cyclosporines h k Z, incluant la cyclosporine C, la 
cyclosporine D, la cyclosporine G et la cyclosporine 0. 
Certains des metabolites connus de la cyclosporine A 
5 comprennent : (selon la nomenclature « Hawk's Cay ») AMI, 
AM9, AMlc, AM4N, AM19, AMlc9, AMlc4N9, AMIA, AM1A4N, AMlAc, 
AMIAL, AMlldr AM69, AM41I9, AM14N, AM14N9, AM4N69, AM99N, 
Dihydro-CsA, Dihydro-CsC, Dihydro-CsD, Dihydro-CsG, M17, 
AMlc-GLC, conjugu6 sulphate de cyclosporine, BHlla, BHlSa, 

10 B, G, E, O (et venant se chevaucher avec la nomenclature de 
Hawk's ci-dessus, selon la nomenclature de Maurer) Ml, M2, 
M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9, MlO, Mil, M12, M13, M14, M15, 
M16, M17, M18, M19, M20, M21, M22, M23, M24, M25, M26, 
MUNDFl and MeBMT. Certains metabolites de la cyclosporine G 

15 comprennent GMl, GM9, GM4N, GMlc, GMlc9, et GM19. Les 
cyclosporines modifiSes incluent les analogues d'acides 
amines modifies en C-9, les analogues d'acides amines 
modifies en position 8, les analogues modifies en position 
6 contenant des residus MeAla ou MeAbu, et SDZ-209-313, 

20 SDZ-205-549, SDZ-033-243, et SDZ-PCS-833. D'autres 
cyclosporines modifiees comprennent des variants 
partiellement et completement deuteres ou trities, de meme 
que d'autres isotopes substitues comprennent le carbone, 
1' azote et I'oxygfene. On inclut des cyclosporines rendues 

25 solubles par 1' addition de phosphate ou d'autres groupes 
hydrophiles • 

On designera ci-apres par les termes 
cyclosporine ou cyclosporines cette famille entiSre de 
cyclosporines comme decrite ci-dessus, incluant la 

30 cyclosporine A, tous les derives de cyclosporine, variants, 
variants en acides amines, isotopes, metabolites, 
comprenant des derives mono-, di- et trihydroxyies, N- 
demethyies, aldehydes, carboxyles, conjugues, sulphates, 
glucuronides, phosphates, cyclisations intramoieculaire et 

35 les variants ne comportant pas de structure cyclique tout 
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comme les peptides plus courts et les acides amines et 
leurs d6riv6s et sels avec ou sans propri6t6s 
immunosuppressives capables ou non de traverser la barriSre 
h^ato-enc6phaligue • 
5 Les cyclosporines sent hautement lipophiles et 

g6n6ralement peu solubles dans I'eau. Elles n6cessitent en 
g6n6ral un ^mulsifiant, corome le cremophore ou le Labrafil 
pour rester en phase aqueuse. Des reactions anaphylactiques 
et neurotoxiques ont 6t6 dScrites apr&s I'emploi de ces 
10 6mulsifiants (notaroment le cremophore, une huile de ricin 
ethylee). Le besoin d'une formulation aia61ior6e qui aurait 
une meilleure solubility dans I'eau et traverserait mieux 
la barriere h6mato-enc6phalique et ne serait ni 
anaphylactique ni neurotoxique est important. 

15 

LES MECANISMES ACTION DE LA CYCLOSPORINE EN 
TANT QUE NEUROPROTECTEUR . 

La cyclosporine s'est av6r6e etre la molecule 
neuroprotectrice la plus efficace jamais trouv6e pour un 

20 grand nombre de maladies neurologiques, comme I'indique le 
brevet am^ricain 5,972.924 et de nombreux articles 
scientif iques (Borlongan et al., 2000 ; Friberg et al. , 
1998; Keep et al., 2001; Leventhal et al. , 2000; Li et al., 
1997; Okonkwo et al. , 1999; Okonkwo and Povlishock, 1999; 

25 Petersen et al. , 2000; Scheff and Sullivan, 1999; Sullivan 
et al., 2000a; Sullivan et al., 2000b; Sullivan et al. , 
1999; Uchino et al., 1998; Uchino et ai., 1995; Yoshimoto 
and Siesjo, 1999). La cyclosporine est aussi utile dans le 
traitement de tumeurs c6r6brales en tant que 

30 radioprotecteur neuronal s^lectif autorisant des taux 
croissants de traitement et amenuisant les troubles 
psychologiques induits par les radiations, comme indiqu6 
dans la demande de brevet PCT/US98/20040. On a sugg6r6 que 
la cyclosporine limitait les dggats c6rebraux par de 

35 multiples m^canismes importants. La cyclosporine se lie et 
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inhibe la cyclophiline, une peptidyl -prolyl isom6rase qui 
est impliqu6e dans le repliement normal et anormal des 
prot6ines, et qui apparait Stre impliquge dans la 
neuroprotection et la neurod6g6n6ration. Le complexe 

5 cyclosporine-cyclophiline inhibe k la fois 1' activity 
phosphatase (Liu et al., 1991) de la calcineurine (une 
phosphatase calcium-d6pendante des radicaux 
serine /threonine des prot6ines bien connue), et prSvient 
1' activation de cascades enzymatiques calcium-d6pendantes 

0 potentiellement neurotoxiques • L' inhibition de la 
calcineurine bloque aussi I'oxyde nitrique synthase et la 
production d'oxyde nitrique, r§duisant les radicaux libres 
intracellulaires destructeurs . La cyclosporine a aussi pour 
effet de stabiliser les mitochondries . En outre, la 

5 cyclosporine empeche la perte du gradient de protons 
mitochondrial, pr6servant ainsi la production d'6nergie 
vitale (ATP), De plus, la cyclosporine empeche 1' apparition 
du ph6nomene de transition de perm6abilit6 mitochondriale 
pr6venant le relargage de proteines telles que I'Apoptosis 

0 Inducing Factor (AIF), le cytochrome c et la procaspase 9 
qui, lorsqu'elle est pr^sente dans le cytosol, induit la 
cascade des caspases et des autres voies 16thales menant a 
la mort cellulaire neuronale (Bernardi, 1996; Bernardi et 
al., 1998). Enfin, la cyclosporine est neuroprotectrice 

5 grace k une influence sur la transcription des genes des 
cellules nerveuses, par exemple en affectant la 
transcription du gene « brain-derived neurotrophic factor » 
(BDNF) (Miyata et al., 2001). Cette combinaison d'effets 
neuronaux conffere a la cyclosporine sa puissante action 

3 neuroprotectrice dans un grand nombre de maladies 
neurologiques pouvant inclure de maniere non exhaustive les 
dggSts c6r6braux issus d'un traumatisme, d'une commotion, 
d'une infection, de radiations et de maladies 
neurodegeneratives, comme d6crit ci-dessous. 



wo 03/070755 PCT/FR03/00591 

6 

CYCLOSPORINE ET MALADIES NEURODEGENERATIVES, 
La cyclosporine est la molficule 
neuroprotectrice la plus efficace connue, m§me si elle est 
administrSe ^ posteriori du traumatisme c6r6bral. La 
5 cyclosporine, via les voies d6crites ci-dessus, pr6vient la 
mort neuronale induite par les dommages issus d'un 
traumatisme, d'une isch6mie ou d'un dSsSquilibre 
m^tabolique, des toxines ou une neurod§g€n4rescence. Les 
conditions dans lesquelles la cyclosporine est efficace 
10 sont inventorizes ci-dessous. 

- Les traumatismes c6r6braux et mgdullaires, 
comprenant les interventions neurochirurgicales , 

Les traumatismes c6r6braux comprennent les 
dommages causes par des ph6nomenes d' acceleration ou de 
15 d6c416ration, de section d'un axone, et les dommages a la 
fois visibles ou non visibles causes au parenchyme c6r6bral 
et aux vaisseaux. Le dZgSt initial est suivi par une 
cascade d'6venements qui Ztendent les dommages c6r6braux 
jours apres jours. Les traumatismes c^r^braux peuvent avoir 
20 pour consequence une commotion, une amnZsie, une ISthargie, 
des changements de la personnalitZ, une perte des fonctions 
sensor imotrice, cognitive, mnesique et des deficits de 
concentration, le coma ou la mort, 

Un traumatisme cerebral ou mSdullaire peut 
25 rgsulter d'un traumatisme par contusion ou par perforation 
comprenant les accidents de la route, la pratique de 
sports, les chutes, un coup, un projectile ou une balle, et 
de diffgrentes sources d'§nergie incluant 1' Electricity, la 
chaleur et I'onde de choc. Le traumatisme du a la naissance 
30 par forceps peut causer des contusions c6r6brales et 
1' Elongation du plexus brachial. 

Les procEdEs neurochirurgicaux ou la chirurgie 
cErEbrale endommagent le cerveau sain par la pression, la 
section, le traumatisme direct, I'axotomie et I'ischEmie. 
35 Certains procEdEs neurochirurgicaux incluent une 
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craniotomie et trephine, ainsi que les cavitSs perches a 
travers le crane dans le but d'effectuer une lobectomies 
une resection du tissus c6r6bral, une biopsie, une 
resection ttunorale, le clippage d'un an^vrisme^ le retrait 
5 d'une malformation vasculaire, des reconstructions et des 
traumatismes. Les implants neurochirurgicaux cSrSbraux 
incluent des shunts ventriculaires ou c^r^brospinaux et des 
appareils d'acces & des pompes ou des reservoirs, des 
dispositifs de pression subarachnoide ou 

10 intraparenchymateuse intrac6r6brale, des dispositifs de 
dialyse c^r^brale de temperature ou d'oxyg^ne, des 
electrodes profondes, des grilles corticales, des 
electrodes cyberneurales, des puces eiectroniques ou des 
interfaces ou des implants d'ordinateur, des moniteurs de 

15 scalp foetal^ des stimulateurs profonds du cerveau et des 
transplantations intracerebrales de neurones et de neurones 
artificiels ou de facteurs de production cellulaire ou 
encore de vecteurs viraux. Les implants et les proth&ses 
comprennent la retine, le nerf optique, le tronc cerebral, 

20 le cortex thalamique ou occipital, des implants 
cochieaires, vestibulaires, du nerf auditif, du tronc 
cerebral, et des implants du lobe thalamique ou temporal, 
et des implants ou des grilles corticales et des appareils 
prosthetiques, des systemes spinaux et autres systemes 

2 5 sensor imoteurs . 

La neurochirurgie et les chirurgies 
orthopedique spinale peuvent endommager la moelle epiniere 
par compression, pression, elongation, laceration, 
contusion, section, axotomie, hemorragie, et ischemic. Les 

30 precedes incluent la discectomie, la fusion, la 
laminectomie, 1 ' instrumentation et la reconstruction 
cervicale, thoracique ou lombaire, pour les hernies 
discales, les stenoses, les tumeurs, les infections, les 
malformations vasculaires, les fractures et les 

35 dislocations osseuses, ainsi que les malformations, la 
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croissance et la scoliose des os et des tissus mous. Les 
implants spinaux incluent les catheters, les pompes, les 
stimulateurs de la moelle 6pini§re et les appareils 
cyberneuraux, tout coirane les greffes biologiques incluant 
5 les cellules foetales, les cellules souches et les cellules 
manipul^es ou les vecteurs viraux. 

- Accident vasculaire cerebral, 
L' accident vasculaire cerebral inclut 
1' accident vasculaire cdr§bral isch^mique focal, 1' accident 

10 vasculaire c6r6bral isch^mique global et 1' accident 
vasculaire c^r^bral hSmorragique . L'embolie cer§brale 
bloque la totality ou la quasi-totalite du flux sanguin 
d'une region specif ique du cerveau. La perte d'oxygene et 
de nutriments cause rapidement aux neurones la perte de 

15 leur h^mostase, et ces derniers meurent. Les cellules se 
trouvant dans la zone de p§nombre autour de la zone 
d'embolie, et les cellules re-per fusses dans la p^nombre 
isch^mique et le noyau, peuvent etre sauv6es par une 
molecule neuroprotectrice . 

20 L' accident vasculaire cerebral ischemique 

global advient durant une p§riode de reduction de I'apport 
de sang ou d'oxygene a la totalite du cerveau. Certaines 
cellules sont plus propices a l'isch6mie globale, plus 
particulidrement les neurones de I'hippocampe associ^s a la 

25 m6moire et certains neurones corticaux. 

L' accident vasculaire cerebral h§morragique est 
une infiltration de sang dans le cerveau, ou des espaces de 
fluide c6r6bro-spinal provenant des arteres, des veines, 
des malformations de type anevrisme ou vasculaire. Le 

30 dommage est causS par une pression directe sur le cerveau, 
causant une lesion c6r^brale locale et un traumatisme, une 
isch6mie, le spasme d'un vaisseau et la fabrication de 
produits toxiques de decomposition de sang, 

L' accident vasculaire c6r§bral embolique peut 

35 §tre spontan6, peut etre d'origine cardiaque, septique. 
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ath^romateux, txamoral, avoir comme source les lipides^ la 
moelle et I'air. On salt que I'embolie provient de proc^dSs 
variables incluant la deviation d'artfere coronaire, 
1 ' endart erect omie carotidienne , 1 ' angiographie , 
5 I'angioplastie coronarienne, les proc^d^s coronariens, 
carotidiens et vert6braux incluant le stenting* 

L' accident vasculaire c^r^bral global est une 
ischSmie de la totality du cerveau et peut Stre issu d'un 
arret cardiaque, d'une noyade, d'une asphyxie, d'un choc, 

10 d'une hypotension, du spasme d'un vaisseau, d'une arythmie, 
d'une dissociation ^lectrom^canique cardiaque, d'une crise 
d'asthme, d'une hypotension causae par un acte de 
chirurgie, d'une perte de sang, d'une anaphylaxie et d'une 
asphyxie ngonatale. 

15 Les accidents vasculaires c^rebraux 

h^morragiques incluent une h^morragie hypertensive, une 
angiopathie congophile, une h6morragie 
intrac6r6broventriculaire de prematurity, une rupture 
d'an6vrisme et le spasme de vaisseau et les malformations 

20 art^rioveineuses et autres malformations vasculaires. Ceci 
inclut aussi la thrombose du sinus veineux ou une thrombose 
de la veine de drainage cortical causant un infarctus 
veineux, un choc thermique et un traumatisme du ^ la 
pression ou une maladie due ^ la decompression et a 

25 1 ' augmentation de la pression intracranienne . 

- Les desordres mfetaboliques incluant les 
encephalopathies hgpatique et urgmigue . 

Les desordres metaboliques peuvent troubler la 
fonction et la structure cgrebrales de maniere temporaire 

30 ou permanente. Ceux-ci incluent les etats epileptiques, le 
coma diabetique (hypoglycemique ou hyperosmolaire ) , 
l'6clampsie, la pre-6c lamps ie, I'enc^phalopathie hSpatique, 
1 ' encephalopathie uremique et le kernicerus ou I'ictere du 
nouveau-n6. 

35 - Toxines. 
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Les neurotoxines et les toxines endommagent ou 
d^sorganisent soit des populations de neurones specif igues, 
ou le cerveau entier. Celles-ci comprennent les 
aminoglycosides, les hydrocarbures chlorSs, les 
5 organophosphates, les insecticides, les herbicides, le 
paraquat, 1' Agent Orange, les gaz innervant, le MPTF, la 
rot^none, le cyanide, le monoxyde de carbone, le methanol, 
I'fithanol, le mercure, 1' arsenic et les agents 
chiinioth^rapeutiques incluant le methotrexate, la 

10 mercaptopurine , le fluoroacil, les nitrosur^es, 
1 ' hydroxyurfie , le cisplatinum, le carboplatinum, la 
daunorubicine, la doxorubicine, 1 'ectoposide , la 
vincristine, la vinblastine, le taxol et ses d6riv6s, le 
cyclophosphamide, et les corticostgroides. 

15 - Virus, bacteries, prions et agents 

infectieux. 

Les virus, les bact^ries, les prions et les 
agents infectieux peuvent causer des dommages ISgers ou 
s^veres au cerveau entier, ou k des parties specifiques de 

20 ce dernier. Les exemples en sont herpes encephalitis qui 
affecte surtout les lobes temporaux et le virus de la 
poliomyeiite qui affecte seulement les neurones moteurs 
spinaux, D'autres agents infectieux qui endommagent ou 
detruisent le cerveau sont herpes zoster, le virus 

25 rabbique, le VIH (causant la d^mence du SIDA, la 
myelopathie du SIDA, la neuropathie du SIDA, la paraparSsie 
tropicale), les maladies h prion comme la maladie de 
Creutzfelt- Jacob typique et atypique, le Kuru, la scrapie 
et l'enc6phalopathie bovine spongiforme. Pour exemples 

30 suppl§mentaires , nous avons les encephalies virales et les 
m6ningites telles les m^ningites Equine, Japonaise, Dengue, 
Nile, la rougeole et la leukoenc^phalopathie post- 
vaccinatoire progressive multifocale (virus JC) et la 
panencephalite subaigue scl6rosante (virus de reactivation 

35 de la rougeole). D'autres agents infectieux affectant le 
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cerveau incluent la malaria, la maladie de Lyme et la 
neurosyphilis . 

- Irradiation du cerveau, 

Les radiations ionisantes produisent des 
5 radicaux libres et endommagent I'ADN de manidre directe. 
Celles-ci tuent aussi les cellules, dont les neurones. Les 
cellules a division rapide, telles que les cellules 
tumorales, sont plus vulnSrables, mais le taux de radiation 
qui peut etre tol€r6 par le cerveau ou la colonne 

10 vert6brale est limits par I'effet IStal sur les neurones. 

Les radiations mfidicales sont administrfies via 
un acc616rateur linSaire, des rSsidus de cobalt ou un 
implant d' isotopes radioactifs. Les radiations ou les 
faisceaux orientfis de radiations agissant sur la totality 

15 ou partie du cerveau dfitruisent les neurones causant la 
dSmence , et induisent la necrose du cerveau sain • La 
protection des neurones sains permet d'infliger de plus 
fortes radiations aux tumeurs ou aux malformations 
vasculaires, ce qui a pour rSsultat un meilleur pourcentage 

20 de guSrison, et rSduit les complications dans le cerveau 
sain. 

Des radiations d'origines varices, incluant les 
rSacteurs nucl6aires, le dSsassemblage d'appareils 
nucl6aire, provenant de 1' exposition directe k un 
25 rayonnement nuclfiaire, ou de rfisidus contaminSs peuvent 
tuer les neurones et endommager le cerveau. 

Indications chroniques ; les maladies 
neurod6q6n6ratives . 

On pense que dans beaucoup de maladies 
30 neurod6g6n6ratives, la mort cellulaire neuronale est 
induite par des prot6ines toxiques anormales telles que 
I'amyloide beta, ou tau, la preseniline, I'alpha- 
synucleine, le huntingtine ou le SOD anormal. 

Ces prot6ines anormales d^truisent des 
35 populations de neurones s61ectionn6es en induisant un 
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stress mfitabolique et la production de radicaux libres. La 
mort cellulaire par neurod6g6n6rescence advient via la voie 
mitochondriale finale commune. La cyclosporine empeche 
cette voie de mort mitochondriale finale commune et 
5 pr6vient la mort neuronale. 

Las maladies neurodegeneratives incluent la 
maladie d' Alzheimer / la maladie de Parkinson ^ la maladie de 
Huntington, le syndrome de Down, la maladie de Charcot, 
I'atrophie spinale musculaire, la paralysis bulbaire, la 

10 schizophrenie, le syndrome de Tourette, I'atrophie 
cerSbrale corticale diffuse, la d&nence Si corps de Lewy, la 
demence mesolimbocorticale, la d^generescence thalamique, 
la maladie de Pick, I'atrophie multisysteme, la 
deg§n§rescence cortico-striato-spinale, le syndrome de Shy- 

15 Drager, le syndrome de Richardson-Steele-Olzewski, le 
complexe Prakinson-SLA-Demence de Guam, le syndrome post- 
polio, I'atrophie olivocerebelleuse , I'ataxie de 
Friedreich, le syndrome par aneoplas t ique , 
1 ' encephalopathie traumatique chronique (oemen'ce 

20 pugilistique) , la maladie de Wilson, la maladie de Menke, 
la gangliosidose Tay-Sachs et la maladie de Krabbe, la 
neuropathie p6riph6rique, la neuropathic diabStique et le 
vieillissement. Les maladies neurologiques chroniques 
suspectees etre de nature immune comprennent les scleroses 

25 multiples, le syndrome de Guillain-Barre, et le lupus 
erythemateux. 

- Vision . 

Les structures visuelles font partie du 
cerveau. Celles-ci comprennent la re tine, le nerf optique, 

30 le chiasma et le tractus, mais aussi les projections au 
tronc cerebral, le thalamus et le cortex occipital. La 
retine et les neurones du nerf optique sont vulnerables aux 
traumatismes, h I'ischemie, h la press ion, aux radiations, 
aux photons, aux troubles metaboliques et ^ la 

35 neurodegenerescence. Sous certaines conditions incluant le 
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glaucome, I'ischfimie du nerf optique, la d6g6n6rescence 
maculaire, les retinites, les neurites optiques, le 
. dfitachement rgtinien, I'hfimorragie rfitinienne, la c6cit6 
provoqu6e par le r ayonnement , la c6cit6 due au mfithanol, 
5 les traumatismes traumatiques et 1 ' augmentation de pression 
intracrSniale . 

LA BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE . 
La barriSre h6mato-enc6phalique est form6e de 
10 cellules endoth61iales qui, de diff6rentes manieres, 
forment un obstacle aux molecules qui tentent de les 
traverser. Tout d'abord, elles forment une barriere 
physique consistant en des jonctions serr6es connect6es les 
unes aux autres et prfivenant tout passage via la voie 
15 paracellulaire, tout du moins pendant que 1' activity 
d'endocytose sur place est faible. Tout cela contribue h 
limiter fortement le passage de molecules plasmatiques vers 
I'espace c6r§bral extracellulaire. 

De plus, il existe des syst&mes de transport 
20 ATP-dependant a l'int6rieur de 1 ' endothelium capillaire 
cerebral qui exclut activement du cerveau les medicaments 
lipophiles tela que la cyclosporine. En particulier, la 
glycoproteine-P, un systeme de transport, a ete identifiSe 
comme §tant un export ateur act if de la cyclosporine hors de 
25 1' endothelium capillaire cerebral, et represente une part 
importante de blocage de la barriere hemato-encephalique en 
ce qui concerne l'entr6e de la cyclosporine dans le cerveau 
(Sakata et ai., 1994; Tsuji et al.; 1993). 

Ainsi, dans le cadre de ses travaux de 
30 recherche, la Demanderesse a demontre que des vecteurs 
peptidiques, par exemple des peptides lin6aires derives de 
peptides naturels tels que la Prot6grine et la Tachypiesine 
(Kokryakov et al., 1993; Tamura et al., 1993) transportent 
des molecules actives a travers la barriere hemato- 
35 encephalique. La Protegrine et la Tachypiesine sont des 
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peptides naturels avec une structure de type 6pingle 11 
cheveux form6e par des ponts disulfure. Ces ponts jouent un 
role important dans 1' activity cytolytique observ^e dans 
les cellules humaines. La reduction irreversible de ces 
5 ponts rend possible le fait d'obtenir des peptides 
lin6aires, non cytotoxiques , capables de traverser 
rapidement les membranes des cellules de mammifSres par des 
moyens qui ne n^cessitent pas d'utiliser un r^cepteur 
membranaire (Temsamani et ai.^ 2000; 2001; Rousselle et 

10 al., 2000; 2001 a & b; Mazel et ai., 2001). 

Le travail et ses r^sultats concernant ces 
peptides lin^aires et leur utilisation en tant que peptide 
vecteur pour le passage de molecules actives ^ travers la 
barri&re h6mato-enc6phalique ont et6 d^crits dans la 

15 demande de brevet frangais 98/15074 d^posee le 30 

Novembre 1998 et la demande de brevet frangais N** 99/02938 
d6pos6e le 26 Novembre 1999. 

DESCRIPTION DE L^ INVENTION 

20 La pr^sente invention fournit des m^thodes pour 

le transport de la cyclosporine k travers la barriere 
h§mato-encephalique (BHE) utilisant pour ce faire des 
vecteurs peptidiques. Ainsi, 1' invention se rapporte tout 
d'abord k des composes qui comprennent au moins une 

25 molecule de cyclosporine et au moins un vecteur peptidique 
capable de transporter lesdites molecules a travers la 
barriSre h6mato-enc6phalique . 

Les molecules de cyclosporine, et plus 
particuliSrement de cyclosporine A, sont d6crites ci- 

30 dessus. Par 1 ' interm^diaire d'un exemple non restrictif 
concernant le medicament, 1' invention consid^re la 
cyclosporine et ses derives comme ayant un effet biologique 
similaire mais qui, tels quels, ne permettent pas de 
traverser la barridre hemato-enc6phalique . 
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Suivant un mode de realisation px6f€r€, le 
vecteur peptidique capable de transporter la molecule de 
cyclosporine tr avers la barridre h6mato-enc6phalique est 
un peptide linSaire d^riv^ des families Prot^grine et 
5 Tachypl^sine. 

Par peptide d6riv6 de la famille Prot6grine, on 
entend tout peptide correspondant h la formule I suivante : 

BX(X OU B)BXXXXBBBXXXXXXB (I) 

et par peptide d6riv6 de la famille 
10 Tachypl^sine on entend tout peptide correspondant k la 
formule II suivante : 

BXXXBXXXBXXXXBBXB (II), 

dans lesquelles : 

- les groupes B, identiques ou differents, 
15 repr^sentent un r^sidu d'un acide amin6 dont la chaine 

lat^rale porte un groupement basique, et 

- les groupes X, identiques ou diffgrents, 
repr^sentent un rSsidu d'un acide amin6 aliphatique ou 
aromatique , 

20 ou lesdits peptides de formule (I) ou (II), 

dans leur forme retro, form6s des acides amines ayant une 
configuration D et/ou L, 

ou un fragment formg d'une sequence d'au moins 
5 et pr^f^rentiellement 7 acides amines successifs des 

25 peptides ayant la formule (I) ou (II). 

Dans une seconde forme de mise en oeuvre de la 
pr6sente invention, par peptide d6riv6 de la famille 
Prot^grine, on entend tout peptide correspondant a la 
30 formule I suivante : 

BX(X ou B)BXXXXBBBXXXXXXB (I) 
et par peptide d6riv6 de la famille 
Tachyplgsine on entend tout peptide correspondant a la 
formule II suivante : 

BXXXBXXXBXXXXBBXB ( II ) , 
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dans lesG[uelles : 

- B est choisi parmi I'arginine, la lysine, 
I'acide diaminoacfitique, I'acide diaminobutirique, I'acide 
diaminopropionique , 1 ' ornithine . 
5 - X est choisi parmi la glycine, 1' alanine, la 

valine, la norleucine, l^isoleucine, la leucine, la 
cysteine, la *''°cyst6ine, la penicillamine, la methionine, 
la serine, la threonine, I'asparagine, la glutamine, la 
phenylalanine, I'histidine, le tryptophane, la tyrosine, la 

10 proline, I'acide amino-butyrique (Abu), I'acide amino-1- 
cyclohexane carboxylique, I'acide amino- isobutyrique (Aib), 
le carboxylic 2-aminotetraline, le 4-bromophenylalanine, la 
tert-Leucine, la 4-chlorophenylalanine , la beta- 
cyclohexylalanine, la 3, 4-dichlorophenylalanine, la 4- 

15 f luorophenylalanine, I'homoleucine, la beta-homoleucine, 
I'homopheny alanine, la 4-methylphenylalanine, la 1-naphtyl- 
alanine, la 2-naphtylalanine, la 4-nitrophenylalanine, la 
3-nitrotyrosine, la norvaline, la phenylglycine, la 3- 
pyridylalanine, la [ 2 -thienyl] alanine, 

20 ou lesdits peptides de formula (I) ou (11), 

dans leur forme retro, formes des acides amines ayant une 
configuration D et/ou L, 

ou un fragment forme d'une sequence d'au moins 
5 et preferentiellement 7 acides amines successifs des 

25 peptides ayant la formule (I) ou (II). 

La molecule de cyclosporine peut etre liee 
directement ou indirectement au vecteur peptidique en son 
extremite N-terminale ou C-terminale ou par I'une de ses 
30 chaines laterales. La molecule de cyclosporine peut etre 
liee directement ou indirectement au vecteur peptidique par 
1 ' intermediaire d'un groupe fonctionnel qui est present 
naturellement ou insere soit dans le vecteur soit dans la 
molecule, ou dans les deux. 
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Les groupes fonctionnels tels que -OH, -SH, - 
COOH, -C(0)H, -C(0)-r -NH2 peuvent etre presents 
nature llement ou peuvent §tre ins^r^s dans le vecteur ou 
dans la molecule de cyclosporine ou dans les deux. 
5 Le couplage entre le vecteur peptidigue et la 

molecule de cyclosporine peut Stre effectu6 en utillsant 
toute m^thode de couplage acceptable en tenant compte de la 
nature chimique k la fois du vecteur et de la cyclosporine, 
Ainsi la liaison entre la molecule de cyclosporine et le 
vecteur peptidique peut §tre choisie parmi les groupes 
comprenant une liaison covalente, une liaison hydrophobe, 
une liaison ionique, un linker qui est clivable ou non 
clivable en milieu physiologique ou it I'intSrieur des 
cellules. 

Si le couplage est conduit de mani^re 
indirecte, un linker (agent de liaison) est utilise 
avantageusement . Coinine exemples non exhaustifs d' agent de 
liaison pouvant Stre utilis6s entrant dans la port^e de 
notre invention, nous pouvons mentionner les agents bi- ou 
multifonctionnels contenant un alkyl, aryl, alkylaryl ou 
des groupes peptidiques, esters, amides, amines, alkyl ou 
aryl ou alkylaryl aldehydes ou acides, anhydrides, 
sulfhydriles ou des groupes carboxyles tels que les derives 
d' acide maleymil benzoique, d'acide maleymil propionique 
et les d6riv6s succinimidyles, groupes d6riv6s de bromure 
ou chlorure de cyanogens, carbonyldiimidazole, esters, 
phosgdne, esters de succinimide ou halog^nures d'acides 
sulfoniques. 

Un groupe sp^cifique de linkers comprend la 
structure ayant les formules suivantes : 

"C(0)-R,-NRi-C{0)-.(CH2)„-NH-(CH2)„-C(0)- (III) 
-C ( 0 ) ( 0 ) -R2-NH-R3-C ( 0 ) - ( IV ) 

-C ( 0 ) -R^-NRi -Hyp-O-C ( O ) -R5-C ( 0 ) - ( V ) 
-C ( 0 ) -R4-NR1-C ( O ) -CH ( NH2 ) -R5-O-C ( 0 ) -Re-C ( O ) - ( VI ) 
-C ( 0 ) -R4-NR1-C ( O ) -Rg-NH-O-Re-C ( 0 ) - ( VII ) 
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-C ( 0 ) ( O ) -R5-O-NH-R8-C ( O ) - ( VII I ) 

( O ) -R^-NRj-C ( O ) -Rj-NR^-NRe-Re-C ( 0 ) - ( IX ) 
-C(0)-R^-NH-R5-C(0)- (X) 
dans lesguelles : 
5 n et m sont des entiers Ind^pendants supSrieurs 

ou ^gaux k 1, 

Ri est ORgr N(R5)R7, un alkyl^ un aryl, un 
alkylaryl, un acyl ou un allyl, 

R2 et R3 sont des alkyls dont au moins un est 
10 ramifi6 par un ou deux ou une combinaison d'alkyl, aryl, 
alkylaryl, acyl, allyl) ou tout autre alkyl ramifi6 pouvant 
porter des groupes h6t6roatomiques, 

R4, R5 et Re sont, ind^pendamment , des alkyls 
lin^aires (CHz)^ ou ramifies par un ou deux ou une 
15 combinaison d* alkyl, aryl, alkylaryl, acyl, allyl ou tout 
autre alkyl ramifi6 pouvant porter des groupes 
h^t^roatomiques , 

Rg et R7 sont, ind6pendairanent un alkyl, un 
aryl, un alkylaryl, un acyl ou un allyl, 
20 Hyp-0 repr^sente un r6sidu hydroxyproline ou le 

groupe hydroxy est en position 2, ou 3, ou 4 de la proline, 
la liaison au reste du bras de liaison se faisant par 
1 * interm^diaire de I'oxygene du groupe hydroxy de 
1 • hydroxyproline , 
25 les carbones asym6triques presents dans les 

groupes R,, Rj, R3, r^, R3, r^, r^, qu Hyp-0 pouvant etre 
de configuration R ou S. 

La pr^sente invention concerne 6galement les agents 
de liaison (ou linkers) tels que d^crits ci-dessus quelle 
30 que soit la substance active et quel que le vecteur que 
ledit linker est capable de coupler entre eux et ce, de 
fagon indirecte. Par consequent, la pr^sente invention 
concerne un agent de liaison rSpondant k I'une des formules 
suivantes : 

35 -C(0)-R4-NRj-C(0)-(CH2)„-NH-(CH2)„-C(0)- (III) 
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-C ( O ) -R,-NRi-C ( 0 ) -Rj-NH-Ra-C ( O ) - ( IV ) 
-C ( O ) -R, -NRi -Hyp-O-C ( 0 ) -Rs-C ( 0 ) - ( V ) 
-C ( O ) -R,-NRi-C ( 0 ) -CH ( NHj ) -R5-O-C ( 0 ) -Ra-C ( 0 ) - ( VI ) 
-C ( O ) -R^-NRi-C ( O ) -Rs-NH-O-Rg-C ( 0 ) - ( VI I ) 
5 -C(0)-R4-NRi-C(0)-R5-0-NH-R8-C(0)- (VIII) 

-C ( O ) -R4-NR1-C ( O ) -Rs-NR^-NRg-Rg-C ( 0 ) - ( IX ) 
-C(0)-R4-NH-R5-C(0)- (X) 
dans lesguelles : 

n et m sont des entiers indSpendants sup^rieurs 
10 ou ^gaux ^1, 

Rj est e, ORgr N(Re)R7, un alkyl, un aryl, un 
alkylaryl, un acyl ou un allyl, 

R2 et R3 sont des alkyls dont au moins un est 
ramifi^ par un ou deux ou une combinaison d'alkyl, aryl, 
15 alkylaryl y acyl, allyl) ou tout autre alkyl ramifig pouvant 
porter des groupes h^t^roatomigues , 

R4, R5 et Rg sont, indfipendamment , des alkyls 
lineaires (CHjjn ou ramifies par un ou deux ou une 
combinaison d' alkyl, aryl, alkylaryl, acyl, allyl ou tout 
20 autre alkyl ramifie pouvant porter des groupes 
h^t^roatomiques , 

Rg et R7 sont, indSpendairanent H, un alkyl, un 
aryl, un alkylaryl, un acyl ou un allyl, 

Hyp-0 repr^sente un r^sidu hydroxyproline ou le 
25 groupe hydroxy est en position 2, ou 3, ou 4 de la proline, 
la liaison au reste du bras de liaison se faisant par 
1 ' intermSdiaire de I'oxygene du groupe hydroxy de 
1 ' hydroxyproline , 

les carbones asym^triques presents dans les 
30 groupes Ri, Rj, R3, R4, R5, Re, R7, Rg ou Hyp-0 pouvant etre 
de configuration R ou S, 

On pr6f6re les linkers impliquant au moins un 
pont disulfure en raison de leur stabilite dans le plasma 
35 apres injection du compost. Une fois les composes objet de 
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1' invention passes li travers la barridre h§niato- 
enc6phalique, ledit pont disulfure est r^duit^ libgrant la 
molecule de cyclosporine active. Le couplage peut Stre 
effectu6 k n'importe quel site du vecteur peptidique ou de 
5 la molecule de cyclosporine. 

Ainsi, un mode de realisation pr6f6r6 de 
1' invention concerne un compost consistant en un conjugu6 
comprenant une molecule de cyclosporine, un vecteur 
peptidique et un linker tel que dgfini ci-dessus. 

10 Des modes de realisation additionnels de 

1' invention fournissent des composes comprenant une 
molecule de cyclosporine liee h plusieurs vecteurs 
peptidiques ou h plusieurs molecules de cyclosporine liees 
a un vecteur peptidique. L' invention mentionne des 

15 polymeres de tels composes. 

L' invention fournit aussi une composition 
pharmaceutique comprenant au moins un des composes cites 
ci-dessus. 

Un autre sujet de la presente invention est 
20 1 'utilisation dudit compose pour la creation d'une 
composition pharmaceutique pour le traitement ou la 
prevention d'une maladie choisie dans le groupe comprenant 
le traumatisme cerebral, le traumatisme medulaire, 
I'accident vasculaire cerebral, les maladies d'Alzheimer, 
25 de Parkinson, de Huntington, de Charcot de meme que les 
maladies ayant pour cause des desordres neurologiques 
incluant de manifere non exhaustive la demence VIH, la 
sclerose en plaque, les maladies h prion et les 
encephalopathies d'origine infectieuse, toxique et 
30 metabolique. 

De maniere pref erentielle, la composition 
pharmaceutique est de forme appropriee pour 
1 ' administration via toute voie convenable incluant la voie 
orale, sublinguale, buccale, nasale, inhalation, 
35 parenterale (incluant la voie intraperitoneale , 
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intratissulaire, subcutanSe, intradermale , intramusculaire, 
intra-articulaire, veineuse (centrale, h6patique et 
p6riph6rique) , lymphatique, cardiaque, art^rielle, incluant 
une vole c6r6brale art^rielle selective ou supras61ective, 
5 la perfusion retrograde ^ travers le systgme veineux 
cerebral, via un catheter dans le parenchyme c§r6bral ou 
les ventricules ) , 1' exposition directe ou sous pression sur 
ou li travers le cerveau ou le tissu spinal, ou I'un 
quelconque du fluide cerebrospinal, des ventricules, des 

10 injections dans le subarachnoide, les espaces cerSbraux 
cisternaux, subduraux ou epiduraux, via les ventricules 
cerSbraux ou une ponction lombaire, une instillation intra 
et pSri-oculaire incluant 1' application par injection 
autour de I'ceil , ^ l'int6rieur du globe oculaire, dans ses 

15 structures et ses couches, de meme que par voie entSrale, 
intestinale, rectale, vaginale, urethrale, ou la vessie 
vesicale. Pour les indications in utero et perinatale, les 
injections dans la vascularisation maternelle, ou & travers 
ou dans les organes maternels, et dans I'embryon, le fcetus, 

20 les tissus neonataux et les annexes associees telles que le 
sac amniotique, le cordon ombilical, I'artere ou les 
ombilicales et le placenta, la voie parent6rale etant la 
voie pr6feree. La voie pref^r^e peut varier selon I'etat du 
patient . 

25 Cette invention inclut la possibility de gSrer 

la duree et la sequence de deiivrance des traitements 
medicamenteux pour y inclure un pre-traitement et un post- 
traitement, de maniere simultanee avec le traitement. 

Les cyclosporines vectoris6es selon la pr^sente 

30 invention sont utilis^es chez des patients qui necessitent 
une neuroprotection centre des maladies neurologiques de 
nature aigue h chronique incluant 1' accident vasculaire 
cerebral, I'hemorragie cerebrale, les traumatismes 
cerebraux et spinaux, les radiations ionisantes, la 

35 chimiotherapie, la neurotoxicite aux structures 
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vestibulocochl6aires, le dScollage r6tinien et la 
neurod6g§n6rescence comprenant la sclerose latgrale 
amyotrophique^ les maladies de Parkinson et d'Alzheimer. 

Les cyclosporines vectoris6es sont utilis6es 
5 Chez des patients qui n^cessitent a la fois une 
neuroprotection centre une maladie neurologique et un 6tat 
d'immuno-d^pression centrale, tel que dans le cas de 
transplantation neurale , xenotransplantation neurale , 
sclerose en plaque, neuropathic VIH^ lupus 6ryth6mateux et 

10 du syndrome de Guillain-Barr6. 

Les cyclosporines vectoris6es sont utilis^es 
Chez les patients ngcessitant qu'ils soient en 6tat de non- 
immunitS, comme dans le cas de transplantation d'organes et 
de tissus et de maladies autoimmunes telles que I'arthrite 

15 rhumatoide. 

Les cyclosporines vectoris^es sont utilis6es 
Chez les patients n^cessitant un 6tat de non-immunite de la 
peau dans le cas de maladies telles que le psoriasis, 
1' eczema et I'alopScie. 

20 De plus, un autre objet de 1' invention est une 

mgthode pour traiter les lesions c6r6brales traumatiques , 
les lesions de la moelle Spiniere, les accidents 
vasculaires c6r6braux, les maladies d'Alzheimer, de 
Parkinson, de Huntington, de Charcot de m^me que les 

25 maladies opportunes dues a des maladies neurologiques 
incluant de fagon non exhaustive la d^mence VIH, les 
scleroses multiples, les maladies ^ prion et les 
encephalopathies d'origine infectieuse, toxique et 
mfitabolique consistant a administrer ^ un patient une 

30 composition pharmaceutique contenant au moins un compose 
vectorise forme d'une molecule de cyclosporine (le terme 
« cyclosporines » tel que defini ci-dessus) couple h un 
vecteur peptidique, ledit vecteur peptidique etant un 
derive de la famille de la Protegrine ou de la famille de 

35 la Tachypiesine. 
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DESCRIPTION PES FIGURES ET EXEMPLES 

La pr6sente Invention sera mieux comprise en 

lisant la description du travail experimental accompli dans 
5 le cadre de ses travaux de recherche par la Demanderesse, 

qui ne doit pas etre interpr6t6 comme 6tant de nature 

restrictive. 

Les figures 1 a 13 repr^sentent des sch^mas 
rSactionnels pour la preparation d'un compost selon 

10 1' invention comprenant la cyclosporine et diffSrents 
vecteurs peptidiques mettant en ceuvre diff6rents linkers. 

La figure 14 repr^sente la concentration dans 
le cerveau de produits testes suite a une injection 
intraveineuse a 2 mg/kg (Equivalent en cyclosporine), les 

15 produits testes 6tant la cyclosporine seule, la 
cyclosporine li6e au vecteur peptidique SynB3 par le linker 
1 et la cyclosporine li6e au vecteur peptidique SynBl par 
le linker 1. Les sequences des vecteurs peptidiques SynBl, 
SynB3 et du linker 1 sont fournis ci-aprSs. 

20 

A. SYNTHESE CHIMIQUE DES CONJUGUES . 

I. Synthese Chimique de la Cyclosporine 
vectorisee CsA-linkerl-SynBS . 

II sera fait reference a la figure 1 en annexe 
25 qui repr6sente sch^matiquement la synthese chimique d'un 
compose vectorise de la cyclosporine. 

1. Synthase du peptide vecteur . 
Le peptide SynBS de sequence RRLSYSRRRF (SEQ ID 
NO : 1) est assemble sur phase solide selon une strategie 
30 Fmoc/tBu, cliv6 et deprotege par I'acide trif luoroacetique, 
puis purifie par chromatographie liquide haute pression 
(HPLC) preparative en phase inverse et lyophilise. Sa 
purete {>95%) et son identite sont confirmees par HPLC 
analytique et par spectrometrie de masse. 
35 2. Synthese du conjuque de Cyclosporine A . 
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De la Cyclosporine A (414 mg - n = 344 iimol) et 
de 1' anhydride d'acide chloroac6tique (m = 500 mg) sont 
m61ang6s dans 1 ml de pyridine. Chauff6 3h a 50^C, le 
mglange obtenu est 6tendu par 6 ml d'eau. Apres extraction 
5 ^ Et20, la phase organique est lav§e par une solution de 
NaHCOa saturee puis a I'eau. La phase 6ther6e s6ch6e sur 
Na2S04, est concentr6e sur 6vaporateur rotatif donnant 441 
mg de cristaux jaunes de chloroac6tyl-cyclosporine (M+H = 
1279 - Rdt brut = 100%) qui sont solubilis6s dans 1 ml 

10 d ' ac6tonitrile . 

Apres agitation pendant 14h a 40**C, en presence 
de chlorhydrate de benzylamine (2 6q. - m=98mg-680 
/imol)^ de diisopropylgthylamine (3 6q. - 177 pil - 1,02 
mmol) et de Nal (0,5 6q. - m = 25 mg - 170 ^mol), le 

15 melange r6actionnel est ensuite concentr§ sur 6vaporateur 
rotatif puis 6tendu par 7 ml de DMSO et purifi6 par HPLC 
preparative pour donner 416 mg de poudre jaune de (2- 
benzylamino-ac^tyl) -cyclosporine (M+H = 1351 - Msei tpa = 
1464 - Rdt = 82%). 

20 Un melange d'acide N-Boc-iminodiac6tique (m = 

11,9 mg - 51,1 fimol) , de diisopropycarbodiimide (1 6q. - 
7,9 fil - 51,1 ^imol) dans 400 ^1 de dichloromSthane et 100 
Ail de DMF est agit6 k temperature ambiante pendant 30 
minutes. Transfer^ sur une solution de ( 2-benzylamino- 

25 acetyl) -cyclosporine (68 mg - 46,4 ^mol), de DIEA (3 eq. - 
23ul - 139 ;imol) dans 300 /il de DMF le produit est agit§ a 
temperature ambiante pendant 3h. On purifie par HPLC 
preparative et on obtient 62 mg de poudre blanche 
d'intermediaire Hoc de la cyclosporine (M+H = 1566 - Rdt 

30 = 85%). 

3. Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynB3 . 

Une solution d ' intermediaire Boc de la 
cyclosporine precedent (62 mg - 36,9 ^imol), de peptide 
SynB3 (1,1 eq. - 84 mg - 40,6 pimol) , de PyBOP (1,1 eq. - 
35 21,1 mg - 40,6 ^imol), DIEA (2 6q.- 11,5 pil - 73,8 pmol) 
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dans 2 ml de DMP est agit6 k temperature axnbiante pendant 
2h. Le conjugufi est purifi6 par HPLC preparative. On 
obtient 89,5 mg du conjugufi Boc de cyclosporine A (M+H 1* = 
2941 - M,eiTp^= 3510 - Rdt = 67%). 

5 Le conjugu6 Boc (61,5 mg - 17,5 pmol) est 

solubilis6 dans 540 pil de HCl 4N dans du dioxane et 54ul de 
DMF, agite 30 minutes h temperature ambiante puis purifie 
par HPLC preparative. On obtient 49 mg de conjuguS CsA- 
linkerl-SynB3 (M+H 1* = 2841 - M,^! ™ = 3524 - Rdt = 80%). 

0 Le linker 1 correspond a un linker de formule 

III telle que d6finie precgdemment dans laquelle n et m 
sont egaux a 1, est un groupe alkyl (CHj) et est un 
alkylaryl (CHjPh). 



II- Synthese Chimique de la Cyclosporine 
vectorisee CsA-1 inker l-SvnB3 L/D . 

II sera fait reference h la figure 2 en annexe 
qui represente sch6matiquement la synthese chimique d'un 
compose vectorise de la cyclosporine. 
20 1. Synthase du peptide vecteur et de la (2- 

benzylamino-acetvl ) -cyclosporine . 

La methode de synthese du peptide SynB3 L/D de 
sequence RRLSYSrrrf (SEQ ID NO : 2) est identique a celle 
du peptide SynB3 ; la synthese de la (2-ben2ylamino- 
25 acetyl) -cyclosporine a 6t6 d^crite pr6c6demment. 

2- Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynB, L/D . 

Un melange d'acide N-Boc-iminodiac6tique (m = 
11,9 mg - 51,1 ^mol), de diisopropycarbodiimide (1 6q. - 
7,9 Ml - 51,1 jmol) dans 400 jil de dichlorom6thane et 100 
pi de DMF est agit6 temperature ambiante pendant 30 
minutes. Transf6r6 sur une solution de (2-ben2ylamino- 
ac6tyl) -cyclosporine (68 mg - 46,4 pmol), de DIEA (3 6q. - 
23 fil - 139 jMol) dans 300 jjI de DMF le produit est agit6 h 
temperature ambiante pendant 3h. 
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Le peptide SynBg L/D (1,1 6q, - 106 mg - 50,9 
jumol) m61ang6 It du PyBOP (1,1 €q. - 26.5 mg - 50,9 ^imol), 
de la DIEA (4 6q.- 29 pi - 204 pmol) et 2,5 ml de DMF est 
ajout6 au melange pr6c6dent puis agit6 a temperature 
5 ambiante pendant 14h. Le conjugu6 est purifig par HPLC 
preparative. On obtient 12 6 mg du conjugu6 Boc de 
cyclosporine A (M+H 1* = 2941 - li^eiTw^ = 3510 - Rdt = 77%). 
Le conjugu6 Boc (103 mg - 35 fmol) est solubilis§ dans 900 
jjl de HCl 4N dans du dioxane et 90 pil de DMF, agit6 30 
10 minutes a temperature ambiante puis purifie par HPLC 
preparative. On obtient 75 mg de conjugue Cs A- linker l-SynB3 
L/D (M+H 1* = 2841 - M^^i tfa = 3524 ~ Rdt = 60%). 

III. Synthese Chimique de la Cyclosporine 
15 vectorisee CsA-linker2->SvnB, . 

II sera fait reference a la figure 3 en annexe 
qui represente schematiquement la synthese chimique d'un 
compose vectorise de la cyclosporine. 

!• Synthese du peptide vecteur et de la (Boc- 
20 hydrazino-acetyl ) -cyclosporine . 

Les syntheses du peptide SynB3 et de la 
chloroacetyl-cyclosporine ont ete decrites precedemment . 

De la chloroacetyl-cyclosporine (m = 130 mg - 
100 ^imol) est solubilis6e dans 2 ml d'ac6tonitrile en 
25 presence de tert-Butyl carbazate (1 6q. - m = 13 mg - 100 
imol), de diisopropyiethylamine (4 eq. - 69 ^1 - 400 pmol) 
et de Nal (1 eq. - m = 15 mg - 100 //mol). Le melange 
reactionnel est agite a 65^*0 pendant 24 heures, etendu par 
1,5 ml de DMSO et purifie par HPLC preparative pour donner 
30 62 mg de derive carbazate de la cyclosporine A (M+Na 1* = 
1397 - Rdt = 42%). 

2. Synthese du conjugue de Cyclosporine A . 
un melange de derive carbazate (m=45mg-30 
Aimol), d'acide N-Boc-iminodiacetique (5 eq. - m = 35 mg - 
35 150 jimol), de PyBrop (5 eq. - 70 mg - 150 jimol), de 
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diisopropylfithylamine (10 §q. - 52 pi - 300 |imol) dans 75 
jul de dichlorom§thane et 250 pi de DMF, est agit6 a 
temperature ambiante pendant 3 jours. On purifie par HPLC 
preparative et obtient 31 mg de poudre blanche 
5 d'interm6diaire diBoqu6 de la cyclosporine (M+H = 1590 - 
Rdt = 65%). 

3. Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynB^ , 

Une solution d'intermediaire diBoqu6 de la 
cyclosporine (23 mg - 14,4 pmol), peptide SynBj (1,2 6g. - 

10 36 mg - 17,4 jflnol), de PyBOP (1,2 6q. - 9 mg - 17,4 jimol), 
DIEA (3 eq.- 7,5 lil - 43 iimol) dans 600 pi de DMF est agitS 
temperature ambiante pendant Ih. Le conjugue est purifie 
par HPLC preparative. On obtient 14 mg de conjugue diBoc de 
cyclosporine A (M+H ^* = 2968 - HselTf^= 3536 - Rdt = 27%). 

15 Le conjugue diBoc (12 mg - 3,4 fimol ) est 

solubilise dans 200 pi de DMF et 800 pi de TFA. Apr^s 
agitation k temperature ambiante pendant 2 heures 30 
minutes, le produit est precipite k 1' ether diethylique, 
centrifuge puis le culot est purifie par HPLC preparative. 

20 On obtient 5,1 mg de conjugue CsA-linker2-SynB3 (M+H 1* = 
2767 - M^eiTFA* 3564 - Rdt = 42%). 

Le linker 2 correspond k un linker de formule 
III telle que definie precedemment dans laquelle n et m 
sont egaux ^ 1, R4 est un groupe alkyl (CHj) et R^ est de la 

25 forme N(Re)R7 avec Rg = R, = H. 

IV. Svnthese Chimique de la Cyclosporine 
vectorisee C8A*linker3-SvnB, . 

II sera fait reference k la figure 4 en annexe 
30 qui represente schematiquement la synthase chimique d'un 
compose vectorise de la cyclosporine. 

1. Synthase du peptide vecteur et de la (2- 
benzylamino-acetyl ) -cyclosporine . 
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Les syntheses du peptide SynBa et de la (2- 
benzylamino-ac6tyl )-cyclosporine ont 6t6 d^crites 
prSc^demment. 

2. Synthese du coniuqu6 de Cyclosporine A > 

5 A un melange de (2-benzylamino-ac6tyl)- 

cyclosporine (m = 85 mg - 58 fjmol) , HATU (2 6q. - 44,1 mg - 
116 tmol) et DIEA (4 6q. - V = 38 - 232 pmol) dans 425 
^1 de DMF et 425 ^1 de dichloromfithane , on ajoute une 
solution d'acide glyoxilique hydrate (16q. -in=5,27mg- 
10 58 ;imol) dans 425 fil de DMF. On agite k temperature 
ambiante pendant 12h, Le brut r6actionnel est purifi6 par 
HPLC preparative. On obtient 47,5 mg de d6riv6 glyoxylamide 
de la CsA (M+H 1* = 1406 - M+Na 1* = 1428 - Rdt = 58%). 

Un melange de peptide SynBj (m = 150 mg - 72 
15 ^ol), d'anhydride d'acide chloroacetique (4 ^q. - 49 mg - 
288 /imol) et DIEA (6 6q. - V = 68 /il - 432 ^irnol) dans 1 ml 
de DMF est agite a temperature ambiante pendant 6h. Le 
peptide brut est precipite a 1' ether diethylique puis 
centrifuge, Le solide obtenu est solubilise dans 400 ^1 de 
20 DMF. On ajoute de 1' hydrazine monohydratee (11,4 eq, - 40 
fil - 825 ^ol) et agite ^ temperature ambiante pendant 3 h. 
Le melange reactionnel est purifie par HPLC preparative. On 
obtient 80 mg de peptide hydrazine (M+H 1* = 1468 - Rdt = 
49%). 

25 3) Couplaqe de la Cyclosporine A sur SvnB, . 

On solubilise le derive glyoxylamide de la CsA 
(m = 6 mg - 4,2 /imol), le peptide hydrazine SynBa (1,06 
eq. - 25 mg - 4,5 pmol) dans 400 pi d'une solution de 
methanol contenant 1% d'acide ac6tique. On ajoute du 
30 cyanoborohydrure de sodium (l,4eq. -0,4mg-6 /imol). On 
agite k temperature ambiante pendant 3h, ajoute 400 ptl 
d'une solution aqueuse contenant 0,1% d'acide 
trifluoroacetique puis purifie par HPLC preparative. On 
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obtient 3,5 mg du conjugu6 CsA-linkerS-SynBj (M+H 1* = 2856 
- M3eiTPA= 3654 - Rdt = 22%). 

Le linker 3 correspond a un linker de formule 
IX telle que d^finie prSc^demment dans laquelle R^, R5 et Rs 
5 sont des groupes alkyls identiques (CH2) et R^ est un 
alkylaryl (CHsPh) et Rg = R7 = H. 

V. Synthese Chimique de la Cyclosporine 
vectoris6e CsA-linker4~SynB3 . 
10 II sera fait reference a la figure 5 en annexe 

qui repr^sente sch^matiquement la synthase chimique d'un 
compost vectoris6 de la cyclosporine. 

1. Synthese du peptide vecteur et de la (2- 
benzylamino-ac6tyl ) -cyclosporine . 

15 Les synthases du peptidyl resine SynBa et de la 

{ 2-benzy lamino-ac6tyl ) -cyclosporine ont 6t€ dgcrites 
pr^c^demment . 

2, Synthese du conjuqu6 de Cyclosporine A , 

Un melange de peptidyl resine SynB3 (m » 0,8g), 
20 d'anhydride d'acide chloroac^tique (170 mg - 1,8 mmol) et 
DIEA (V = 200 |xl - 1,2 mmol) dans 9 ml de DMF est agitfi k 
temperature ambiante pendant 3h. La resine est lav^e au DMF 
et au dichloromdthane. On ajoute sur la resine un melange 
de N-hydroxyphtalimide (m = 150 mg - 920 |imol), K2C03 (m = 
25 65 mg - 470 |imol) dans 9 ml de DMF et agite 12h 
temperature ambiante. La rSsine est lavSe au DMF et au 
dichloromethane puis on ajoute une solution d' hydrazine 5% 
dans DMF (V = 9ml) et agite 14h k temperature ambiante. La 
resine est lav^e au DMF et au dichloromethane puis le 
30 peptide est clive k I'acide trif luoroac^tique, precipite k 
1' ether diethylique puis centrifuge. Aprds purification par 
HPLC preparative, on obtient 97 mg de peptide hydroxy lamine 
(M+H ^* = 1469). 
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Ce d§riv6 est solubilis6 dans une solution 
d'acide bromoac§tique (1 §q - m= 97 mg - 45 imol), DIEA (4 
gq. V = 30 jil - 45 (utiol) dans 1 ml de DMF. On agite h 
temperature ambiante pendant 2 jours puis purifie en HPLC 
5 preparative. On obtient 28 mg de peptide hydroxylamine 
alky 16 (M+H ^* = 1524 - Rdt = 28%). 

On solubilise le derive peptidique obtenu dans 
une solution de di-tbutyl-dicarbonate (6 §q - m= 12 mg - 53 
funol), de DIEA (6 6q - V =» 9 ml - 53 jutiol) dans 1 ml de DMF 
10 et chauffe 12h St 50^C. On isole le peptide boc (1^3 fois) 
brut par precipitation ^ 1' ether diethylique puis 
centrifugation (M+H 1* = 1624 - 1724 -1824 ). 

3. Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynB^ . 

Une solution de derive peptidique boc brut (8,9 
15 ^ol), de (2-benzylamino-acetyl) -cyclosporine (4,1 eq. - 54 
mg - 36,6 ^ol), de PyBroP (4 eq. - 17 mg 36,5 ^ol), de 
DIEA (8,5 eq. - 13 pi - 76 ^ol) dans 300 pi de DMF et 50 
j/1 de dichloromethane, est agitee a temperature ambiante 
pendant 14h. On purifie par HPLC preparative et obtient 10 
20 mg du conjugue Boc de cyclosporine A (M+H = 2955 -3055- 
3155 - Rdt = 32% environ). Le conjugue Boc (10 mg - 2,8 
^mol) est solubilise dans 900 pi de HCl 4N dans du dioxane 
et 90 pi de DMF. Le produit est purifie par HPLC 
preparative. On obtient 0,94 mg de conjugue CsA-linker4- 
25 SynBa (M+H ^* = 2859 - M331 ^^a = 3541 - Rdt = 9,5%). 

Le linker 4 est un linker de formule generale 
VII telle que definie precedemment dans laquelle R4, R5 et 
Re sont des groupes alky Is identiques (CHj) et Rj est un 
alkylaryl (CHjPh). 

30 

VI . Synthdse Chimique de la Cyclosporine 
vectorisee CsA-linker5-SynB3 , 
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II sera fait r6f6rence h la figure 6 en annexe 
qui repr^sente sch^matiquement la synthase chimique d'un 
compost vectorisg de la cyclosporine. 

1. Svnthese du peptide vecteur et de la (2- 
5 benzylainino*ac6tyl ) -cyclosporine . 

Les syntheses du peptide SynB3 et du deriv§ 
glyoxylamide de la CsA ont €t6 d^crites prSc^demment. 

2. Synthese du conjuque de Cyclosporine A > 

Un melange de peptide SynBa (m = 100 mg - 48 
10 /imol), d'acide N-Fmoc-a-Aminoisobutyrique (6 6q. - 15,6 mg 

- 48 imol), PyBOP (1 6q. - 25 mg - 48 /imol) et DIEA (6 6q. 

- V = 50 |bil - 290 ^mol) dans 500 \il de DMF est agit6 k 
temperature ambiante pendant Ih, On ajoute 50 [il de 
piperidine (6 6q. - v = 50 ^1 - 290 umol) et poursuit 

15 1' agitation pendant 12h. Le peptide brut est pr§cipit6 h. 
1' ether diethylique, centrifuge puis purifie par HPLC 
preparative. On obtient 77 mg de derive peptidique Aib- 
SynBa (M+H 1* = 1480 - Mg^i tfa= 2164- Rdt = 73%). 

3. Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynB, « 

20 On solubilise le derive glyoxylamide de la CsA 

(m = 9 mg - 6,4 ^jmol), le peptide Aib-SynB3 (1,1 eq. - 15 
mg - 6,9 pmol) dans 400 ^1 d'une solution de methanol 
contenant 1% d'acide acetigue. On ajoute du 
cyanoborohydrure de sodium (l,2eq. -0,5mg-8 ;imol). On 

25 agite ii 45®C pendant 60h, ajoute 100 |il d'une solution 
aqueuse contenant 0,1% d'acide trif luoroacetique puis on 
purifie par HPLC preparative. On obtient 5,3 mg du conjugue 
CsA«linker5-SynB3 (M+H 1* = 2871 - M.ei tpa = 3553 - Rdt = 
23%). 

30 Le linker 5 est un linker de formula gen6rale 

IV telle que definie precedemment dans laquelle et Rj 
sont des groupes alkyls lineaires identiques (CHj), Rj est 
un alkylaryl (CHgPh) et R3 est un groupe alkyl ramifie par 
deux alkyls -C (0113)2. 
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VII. Synthdse Chimique de la Cyclosporine 
vectoris6e CsA-linkere-SynB^ . 

II sera fait r6f6rence ^ la figure 7 en annexe 
5 qui repr^sente sch^matiquement la synthese chimique d'un 
compost vectoris6 de la cyclosporine. 

1. Synthese du peptide vecteur et de la (2- 
benzvlamino-ac^tyl ) -cyclosporine * 

Les syntheses du peptide SynBa et de la (2- 
10 benzylamino-ac§tyl) -cyclosporine ont 6t6 d^crites 
prec§deinment . 

2. Synthdse du conjuqu6 de Cyclosporine A * 

Un mfilange de peptide SynB3 (m=50mg-24 
jumol), d'acide N-Boc-Serine (1 6q, - m = 4,9 mg - 24 ymol) , 

15 HATU (1 6q. - 9,2 mg - 24 ^imol) et DIEA (7 6q. - V = 29 \il 
- 170 ^mol) dans 60 ^1 de DMF est agitS Ih k temperature 
ambiante. On ajoute 5 ml d'acide trif luoroac^tique, agite & 
temperature ambiante pendant 12 heures puis pr^cipite le 
peptide k 1' ether diethylique. Apres centrifugation, on 

20 reprend le rSsidu dans un tampon phosphate et ajoute du 
periodate de sodium NaI04 (5 6q. - m = 24,6 mg - 120 f/mol), 
agite une heure ^ temperature ambiante et purifie par HFLC 
preparative. On obtient 10,8 mg de derive glyoxylamide- 
SynB3 (M+H ^* = 1452 - Msei tfa = 2022 -Rdt = 22%). 

25 Un melange de ( 2-ben2ylamino-acetyl ) - 

cyclosporine (m = 16 mg - 10,9 jiimol), d'acide N-Boc-a- 
aminoisobutyrique (6 eq. - m = 13,2 mg - 65,4 ^mol), HATU 
(8 eq. - 33,2 mg - 87 ;imol) et DIEA (6 6q. - V = 11,2 pi - 
65,4 /imol) dans 80 fjl de DMF est agite k 40^C pendant 60h. 

30 On purifie par HPLC preparative et obtient 7 mg de derive 
Boc-Aib de la CsA {M+H ^* = 1535 - Rdt = 41%). Ce derive est 
solubilise dans 80 lil de DMF et 200 |a1 d'une solution 
d'acide trif luoroac6tique et agite une nuit a temperature 
ambiante. On dilue par 2 ml d'eau-acetonitrile, lyophilise 
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et obtient 6mg huile jaune de d6riv6 Aib de la CsA (M+H « 
1435 - MeeiTPA- 1549 - Rdt = 85%). 

3. couplaqe de la Cyclospori ne A sur SynB^, 
On solubilise le peptide glyoxylamide-SynBa 
5 (4,2 mg - 2,1 lixaol) , le d6riv6 Aib de la CsA (1,85 6q - m = 
6 mg - 3,9 pmol) dans 145 fil d'nne solution de methanol 
contenant 1% d'acide ac^tique et 25 \il de DMF. On ajoute du 
cyanoborohydrure de sodium (3,6 6q. -0,5mg-8 ^mol). On 
agite h 45*»C pendant 60h, ajoute 50 \il d'une solution 
10 aqueuse contenant 0,1% d'acide trif luoroacetique puis 
purifie par HPLC preparative. On obtient 1,1 mg du conjugu^ 
CsA-linker6-SynB3 (M+H 1* = 2870 - M3ei tfa = 3553 - Rdt = 
15%). 

Le linker 6 est un linker de formule g6n6rale 
15 IV telle que d^finie pr6c6deinnient dans laquelle R4 et R3 
sont des groupes alkyls lin6aires identiques (CH2), Ri est 
un alkylaryl (CHjPh) et Rj est un groupe alkyl ramififi par 
un alkyl -C(CH3)2. 

20 VIII. Synthase Chimique de la Cyclosporine 

vectoris^e CsA-linker7-SynB^ . 

II sera fait reference a la figure 8 en annexe 
qui reprSsente schSmatiquement la synthase chimique d'un 
compost vectoris6 de la cyclosporine. 
25 1. Synthase du peptide vecteur et de la (2- 

benzylamino-acfityl ) -cyclosporine . 

Les synthases du d6riv6 glyoxylamide de SynB3 
et de la (2-benzylamino-ac6tyl) -cyclosporine ont 6t6 
ddcrites pr^cSdemment . 
30 2. Synthese du coniuqu6 de Cyclosporine A . 

Un melange d'acide N-Boc-aminoval§rique (10 6q. 
- 68 fiinol - 15,6 mg), de diisopropylcarbodiimide (5 6q. - 
34 ^mol - 5,2 ^1) est solubilis6 dans 180 ^1 de DMF et 30 
jLil de dichloromSthane. Apr^s concentration, au solide 
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repris dans 80 pi de DMF/ on ajoute de la (2-benzylamino- 
ac6tyl)-cyclosporine (1 6q. - m = 10 mg - 6,8 ^imol), de la 
dim§thylaminopyridine (1 6q. - m = 1 mg - 6,8 ^mol) et 
agite a 40**C pendant 48h, On pur i fie par HPLC preparative 
5 et obtient 1,3 mg de derive Boc-aminoval6rique de la CsA 
(M+Na 1* = 1424 - Rdt = 13%). Ce d^riv^ est solubilis6 dans 
5 0 ^ll de DMF et 140fAl d'une solution d'acide 
trif luoroac^tique et agit6 4h a temperature ambiante. On 
dilue par 2 ml d'eau-ac6tonitrile, lyophilise et obtient 
10 0,8 mg de d6riv6 aminoval6rique de la CsA (M+H ^ = 1302 - 
MseiTPA^ 1415 - Rdt = 62%). 

3. Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynB, . 

On solubilise le peptide glyoxylamide-SynB3 (8 
mg - 3,9 ;imol), le d6riv6 aminoval6rique de la CsA (1,3 eq. 

15 - m»7,3mg-5,2 jimol) dans 125 pil d'une solution de 
methanol contenant 1% d'acide acetique et 7,5^1 de DMF. On 
ajoute du cyanoborohydrure de sodium (leq. - 0,2 mg- 3,9 
^rniol). On agite h 45**C pendant 16h, ajoute 500 [il d'une 
solution aqueuse contenant 0,1% d'acide trif luoroacetique 

20 puis purifie par HPLC preparative. On obtient 1,8 mg du 
conjugue CsA-linkerT-SynEj (M+H ^* = 2737 - M^^ ^fa = 3420 - 
Rdt = 13%). 

Le linker 7 est un linker de formule generale X 
telle que d6finie precidemment dans laquelle Rg = CHj et R4 
25 = (CHj),. 

IX. Synthase Chimique de la Cyclosporine 
vectorisee CsA"linker8-SvnB, . 

II sera fait reference h la figure 9 en annexe 
30 qui represente schematiquement la synthese chimique d'un 
compose vectorise de la cyclosporine. 

!• Synthese du peptide vecteur et de la f2- 
benzylamino-acetyl ) --cyclosporine . 
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La synthase du d6riv6 glyoxylamide de la CsA a 
6t6 d^crite pr§c6deinment. La mithode de synthese du peptide 
Ala-SynB3 de sequence ARRLSYSRRRF (SEQ ID NO : 3) est 
identique ci celle de SynB3. 

5 2. Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynB, , 

On solubilise le d6riv6 glyoxylamide de la CsA 
(m = 5 mg - 3,5 ^mol), le peptide Ala-SynBj (1,4 eq. - 10,5 
mg - 4,9 ^mol) dans 200 ^il d'une solution de methanol 
contenant 1% d'acide acetique. On ajoute du 
10 cyanoborohydrure de sodium (3,5 6q. - 0,8 mg - 12,4 ^imol). 
On agite a temperature ambiante pendant 12h, ajoute 100 \il 
d'eau puis purifie par HPLC preparative. On obtient 1 mg du 
conjugue CsA-linker8-SynB3 (M+H 1* = 2855 - M^ei tpa = 3539 - 
Rdt =8%). 

15 Le linker 8 est un linker de formule generale 

IV telle que d^finie prec4demment dans laquelle R4 et R2 
sent des groupes alkyls linSaires identiques (CH2), Ri est 
un alkylaryl (CHjPh) et R3 est un groupe alkyl ramifie par 
un alkyl -CH(CH3). 

20 

X. Synthese Chimique de la Cyclosporine 
vectori36e CsA-linker9-SvnB, > 

II sera fait reference la figure 9 en annexe 
qui reprgsente schgrnatiquement la synthase chimique d'un 
25 compost vectorisS de la cyclosporine. 

!• Synthase du peptide vecteur et de la (2- 
benzvlamino-ac6tyl > -cyclosporine . 

La synthase du d6riv6 glyoxylamide de la CsA a 
6t6 d^crite pr6c6demment. La m^thode de synthase du peptide 
30 pAla-SynB3 de sequence pAla-RRLSYSRRRF (SEQ ID NO : 4) est 
identique a celle de SynB3. 

2. Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynB, , 

On solubilise le derive glyoxylamide de la CsA 
(m = 6,7 mg - 4,7 /imol), le peptide PAla-SynB3 (1,5 6q. - 
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15 mg - 7 ^mol) dans 300 pil d'une solution de methanol 
contenant 1% d'acide ac§tigue. On ajoute du 
cyanoborohydrure de sodium (3,5 6q. - 3,5 mg - 16,4 fimol) . 
On agite h temperature ambiante pendant 12h, ajoute 100 m-I 
5 d'eau puis purifie par HPLC preparative. On obtient 2 mg du 
con jugu6 CsA-linker9-SynB3 (M+H 1* = 2856 - Mgei rwa = 3539 - 
Rdt = 12%), 

Le linker 9 est un linker de formule gfinfirale 
III telle que d6finie pr6c6demment dans laquelle R4 est un 
10 groupes alkyl lin4aire (CHj), est un alkylaryl (CHjPh), n 
= 1 et m = 2. 



XI . Synthase Chimique de la Cyclosporine 
vectorisge CsA-linker lO-SvnB, . 
15 II sera fait reference ^ la figure 10 en annexe 

qui represente schSmatiquement la synthese chimique d'un 
compose vectorise de la cyclosporine. 

1. Synthese du peptide vecteur et de la (2- 
benzylamino-acetyl ) -cyclosporine . 

20 Les syntheses du peptide SynB3 et de la (2- 

benzylamino-acetyl) -cyclosporine ont ete decrites 
precedemment • 

2. Synthese du conjugue de Cyclosporine A . 

Un melange de ( 2-ben2ylamino-acetyl ) - 
25 cyclosporine (m = 52,8 mg - 36 jimol), N-Boc-serine (1,2 eq. 
- m = 8,9 mg - 43 ^ol), HATU (1,2 eq. - 16,4 mg - 43 jumol) 
et DIEA (3 eq. - V = 18,8 pil - 108 jumol) dans 150 pi de DMF 
est agite ^ temperature ambiante pendant 6h. On ajoute 
alors de 1' anhydride succinique (4 6q. -m=14,4mg-144 
30 A^ol), de la DIEA (2 eq. - 12,5 fdl - 72 /imol) et de la DMAP 
(1,2 eq - m = 5,2 mg - 43 /imol). Le melange est agite h 
temperature ambiante pendant 12h. Le brut reactionnel est 
purifie par HPLC preparative. On obtient 24 mg de derive 
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succinylfi de la CsA (M+H ^* = 1638 - M+Na = 1660 - Rdt - 
40%). 

3. Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynB^ * 

On solubilise le d6riv6 succinyl6 de la CsA (m 
5 = 14,3 mg - 8,7 ^mol) dans 200 }il de DMF, ajoute le peptide 
SynBj (1,3 6q. - 23 mg - 11 imol) , du PyBOP (1,3 6q. - 7,5 
mg - 11 fimol), de la DIEA (3 6q.- 4,5 iil - 26 ^mol). On 
agite ^ temperature ambiante pendant 2h. On ajoute 800 ptl 
de TFA, Apres agitation ci temperature ambiante pendant 30 

10 minutes, le produit est pr6cipit6 a 1' ether diethylique, 
centrifuge puis le culot est purifie par HPLC preparative. 
On obtient 21 mg de conjugue CsA-linkerl0-SynB3 (M+H 1* « 
2913 - M3eiTPA= 3597 - Rdt = 67%). 

Le linker 10 est un linker de formule generale 

15 VI telle que d6finie prec6demment dans laquelle R4 et R5 
sont des groupes alkyls lineaires identiques (CHj), Rg est 
un groupe alkyl lin6aire (CH2)2f Ri est un alkylaryl 
(CH^Ph). 



20 XII. Synthese Chimigue de la Cyclosporine 

vectorisee CsA-linkerll-SynB^ . 

II sera fait reference 2i la figure 11 en annexe 

qui represente schematiquement la synthese chimique d'un 

compose vectorise de la cyclosporine. 
25 1. Synthfese du peptide vecteur et de la (2-^ 

benzylamino-acetyl) -cyclosporine . 

Les syntheses du peptide SynB3 et de la (2- 

benzylamino-acetyl) -cyclosporine ont et6 decrites 

precedemment. 

30 2. Synthase du conjugue de Cyclosporine A > 

Un melange de ( 2-benzylamino-ac6ty 1 ) - 
cyclosporine (m = 50 mg - 34,1 ^mol), N-Boc-L-trans-4- 
hydroxyproline (1,2 eq, - m = 9,5 mg - 41 ^miol), HATU (1,2 
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6q. - 15,5 mg - 41 ^ol) et DIEA (3 6q. - V = 17,8 ^1 - 102 
imol) dans 200 jul de DMF est agit6 temperature ambiante 
pendant 12h. On ajoute du HATU (0,38 6q. - 5 mg - 13 ymol) 
et agite Ih suppl6mentaire • On ajoute alors de 1' anhydride 
5 succinique (4 6q. - m = 13,6 mg - 136,4 ^mol), de la DIEA 
(3 6q. - 23ul - 139 pmol) et de la DMAP (1 eq - m = 4,1 mg 
- 34,1 ^imol). Le melange est agit§ a temperature ambiante 
pendant 12h. Le brut r^actionnel est purifi^ par HPLC 
preparative. On obtient 40 mg de derive succinyie de la CsA 
10 (M+H 1* » 1665 - M+Na ^* = 1687 - Rdt = 70%). 

3. Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynB, * 

On solubilise le derive succinyie de la CsA (m 
= 20 mg - 12 ^ol) dans 600 ^1 de DMF, ajoute le peptide 
SynBj (1 eq. - 25 mg - 12 ^imol), du PyBOP (1,2 Sq. - 7,5 

15 mg - 14,4 ^ol), de la DIEA (3 §q.- 6,2 jil - 36 ^mol). On 
agite k temperature ambiante pendant 4h puis purifie par 
HPLC preparative. On obtient 30 mg du conjugue Boc de 
cyclosporine A (M+H 1* = 3041 - M^^itfa^ 3611 - Rdt = 69%). 

Le conjugue Boc (19 mg - 5,3 ;imol) est 

20 solubilise dans 300 ^1 de DMF puis on ajoute 700 ^1 de TFA. 
Apres agitation ^ temperature ambiante pendant 14h, le 
produit est precipite h 1' ether diethylique, centrifuge 
puis le culot est purifie par HPLC preparative. On obtient 
7,4 mg de conjugue CsA-linkerll-SynB3 (M+H ^* 2941 - M^^i 

25 TPA= 3625 - Rdt = 39%), 

Le linker 11 est un linker de formule generale 
V telle que definie precedemment dans laquelle est un 
groupe alkyl lineaire (CH,), R5 est un groupe alkyl 
lineaire (CH2)2 et est un alkylaryl (CHjPh). 

30 

XIII. Synthese Chimique de la Cyclosporine 
vectorisee CsA-linkerl2-SynB ,, 
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II sera fait reference k la figure 12 en annexe 
qui reprSsente sch^matiquement la structure chimique du 
compost vectorise de la cyclosporine. 

1. Synthase du peptide vecteur et de la (2- 
5 benzvlamino-ac6tyl ) -cyclosporine , 

Les synthases du peptide SynB3 et de la (2- 
benzylamino-ac^tyl) -cyclosporine ont 6t6 dScrites 
pr^cgdemment. 

2. Synthase du conjuqug de Cyclosporine A , 

10 Un melange de ( 2-benzylamino-ac6tyl ) - 

cyclosporine (m = 80 mg - 56 ji/mol)^ N-Boc-D-trans-4- 
hydroxy pro line (3 6q. - m = 38,6 mg - 168 ^imol), PyBroP (3 
6q. - 79 mg - 168 ^mol) et DIEA (10/3 6q. - V = 100 pil - 
580 ;imol) dans 380 /il de DMF est agit^ ^ temperature 

15 ambiante pendant 18h. On ajoute alors de 1' anhydride 
succinique (8 6q. - m 44,8 mg - 448 ^mol) en deux fois 
sur 24 heures. Le brut rSactionnel est purifi^ par HPLC 
preparative. On obtient 55,2 mg de d§riv6 succinyle de la 
CsA (M+H 1* = 1662 - Rdt = 60%). 

20 3. Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynB^ . 

On solubilise le d^rivg succinyie de la CsA (m 
= 55,2 mg - 33 pmol) dans 332 pil de DMF, ajoute le peptide 
synBs (2 6q. - 104 mg - 66 ^imol), du PyBOP (2 eq. - 35 mg 
- 66 ^^mol), de la DIEA (8 eq.- 46,4 - 264 pmol). On 

25 agite h temperature ambiante pendant 14h puis purifie par 
HPLC preparative. On obtient 55,5 mg du conjugue Boc de 
cyclosporine A (M+H = 3040 - M^ei tfa = 3611 - Rdt = 46%). 

Le conjugue Boc (53 mg - 14,6 ^mol) est 
solubilise dans 800 pi de DMF puis on ajoute 3 ml de TFA et 

30 200 fil de triisopropylsilane. Apr^s agitation ^ temperature 
ambiante pendant Ih, le produit est precipite h 1' ether 
diethylique, centrifuge puis le culot est purifie par HPLC 
preparative. On obtient 27,6 mg de conjugue CsA-linkerl2- 
SynB3 (M+H 1* = 2939 - Maei tfa = 3625 - Rdt ^ 52%). 
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XIV. Synthase ChimiQue de la Cyclosporine 
vectoris6e CsA-linkerlS-SynB ,. 

II sera fait r6f6rence a la figure 12 en annexe 
5 qui repr6sente schgmatiquement la structure chimique du 
compost vectorisS de la cyclosporine, 

1. Synthese du peptide vecteur et de la (2- 
benzylamino-acgtyl ) --cyclosporine , 

Les synth&ses du peptide SynBa et de la (2- 
10 benzylamino-ac6tyl ) -cyclosporine ont 6t6 d^crites 
pr^c^deniment. 

2. Synthese du conjuqug de Cyclosporine A , 

Un melange de ( 2-benzylamino-ac6tyl ) - 
cyclosporine (m = 40 mg - 27,3 ^mol), N-Boc-D-cis-4- 

15 hydroxyproline (2,25 6q. - m = 14,4 mg - 61 pmol), PyBroP 
(3,25 6q. - 42 mg - 110 ;iinol) et DIEA (7,5 6q. - V = 36 jil 
- 210 pmol) dans 255ul de DMF est agit6 k temperature 
ambiante pendant 48h. On purifie par HPLC preparative et 
obtient 9,5 mg de d6riv6 N-Boc-D-cis-4 -hydroxyproline de la 

20 CsA (M+H 1* = 1563 - Rdt = 22%). On solubilise 9 mg de ce 
d6riv§ dans 50 ul de DMF, ajoute de 1' anhydride succinique 
(3 6q. - m = 1,7 mg - 17 pmol), de la DMAP (1 6q - m = 0,7 
mg - 5,7 ^imol). Le melange est agit6 h temperature ambiante 
pendant 24h. 

25 3. Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynB ,, 

On ajoute le peptide SynBa (2 - 11,8 mg - 

11,4 fimol), du PyBOP (2 gq. - 11,8 mg - 11,4 ^imol), de la 
DIEA (15 6q,- 15 /il - 87 jiimol). On agite k temperature 
ambiante pendant 14h puis purifie par HPLC preparative. On 
30 obtient 4,3 mg du conjugue Boc de cyclosporine A (M+H ^* = 
3039 - M3eiTFA= 3611 - Rdt = 21%). 

Le conjugue Boc (1,0 mg - 0,2 8 ^niol) est 
solubilise dans 11 ^1 de DMF puis on ajoute 3 /il de 
triisopropylsilane et 44 j/l de TFA. Apres agitation k 
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temperature ambiante pendant 3h, le produit est pr6cipit6 a 
1' ether di6thylique, centrifuge puis le culot est purifi6 
par HPLC preparative. On obtient 0,37 mg de conjugue CsA- 
linkerl3-SynB3 (M+H 1* = 2941 - M3ei tpa * 3625 - Rdt = 36%). 

5 

XV. Svnth&se Chimique de la Cyclosporine 
vectorisee CsA--linkerl4-SynB, . 

II sera fait reference a la figure 12 en annexe 
qui represente schematiquement la structure chimique du 
10 compose vectorise de la cyclosporine. 

1. Synthfese du peptide vecteur et de la (2- 
benzylamino-acetyl ) -cyclosporine . 

Les syntheses du peptide SynBa et de la (2- 
benzylamino-acetyl) -cyclosporine ont ete decrites 
1 5 precedemment • 

2. Synthase du conjugue de Cyclosporine A . 

Un melange de ( 2-benzylamino-acetyl ) - 
cyclosporine (m = 80 mg - 54,6 ptmol) , N-Boc-L-cis-4- 
hydroxyproline (6 eq. - m = 76 mg - 328 ^mol), PyBroP (6 

20 eq. - 160 mg - 328 pmol) et DIEA (10,6 eq. - V = 100 ^1 - 
580 ^mol) dans 380 ^1 de DMF est agite k temperature 
ambiante pendant 48h. On purifie par HPLC preparative et 
obtient 22 mg de derive N-Boc-L-cis-4-hydroxyproline de la 
CsA (M+H 1^ = 1563 - rdt 25%). On solubilise ce derive 

25 dans 200 ^1 de DMF, ajoute de 1' anhydride succinique (4 eq. 
- m = 6 mg - 56 pmol) , de la DIEA ( 12 eq - m = 30 /il - 174 
jumol). Le melange est agite h temperature ambiante pendant 
24h. 

3. Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynBj , 

30 On ajoute le peptide synBj (2 eq. - 58 mg - 28 

jimol) , du PyBOP (2 eq. - 14,5 mg - 11,4 pmol), agite h 
temperature ambiante pendant 4h puis purifie par HPLC 
preparative. On obtient 10 mg du conjugue Hoc de 
cyclosporine A (M+H 1* = 3041 - M^i „^ * 3611 - Rdt = 20%). 
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Le conjugu6 Boc (lOmg - 2,7 pmol) est 
solubilis6 dans 111 ^1 de DMF puis on ajoute 444 pi de TFA 
et 28 lil de triisopropylsilane. Apr^s agitation a 
temperature ambiante pendant 2h, le produit est pr6cipit6 a 
5 l'6ther di6thylique, centrifuge puis le culot est purifi6 
par HPLC preparative. On obtient 6 mg de conjugue CsA- 
linkerl4-SynB3 (M+H = 2939 - M3ei tpa = 3625 - Rdt = 60%). 

Les linkers 12 14 sont des st6r6oisomeres du 
linker 11 d6crit ci-dessus. 

10 

XVI. Synthese Chimique de la Cyclosporine 
vectorisee CsA-linkerl-SynB^ . 

II sera fait reference a la figure 9 en annexe 
qui reprSsente schematiquement la synthase chimique d'un 
15 compose vectorise de la cyclosporine. 

1 . Synthase du peptide vecteur et de la (2- 
benzylamino-acetyl ) -cyclosporine . 

La methode de synthase du peptide Gly-SynBl de 
sequence GRGGRLSYSRRRFSTSTGR ( SEQ ID NO : 5 ) , d6rive du 
20 peptide SynBl de sequence RGGRLSYSRRRFSTSTGR (SEQ ID NO : 
6), est identique h celle du peptide synB3. La synthase de 
la (2-ben2ylamino-acetyl) -cyclosporine a 6te decrite 
precedemment . 

2. Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynBi . 

25 On solubilise le derive glyoxylamide de la CsA 

(16^2 mg - 11,5 ^imol), le peptide Gly-SynBl (1,5 eq. - 50,9 
mg - 17 ^mol) dans 400 ^1 d'une solution de methanol 
contenant 1% d'acide acetique et 200 jil de DMF. On ajoute 
du cyanoborohydrure de sodium (leq. -Img- 11,5 jtimol). 

30 On agite a 40*C pendant 48h, ajoute 4ml d'eau-acetonxtrile 
puis purifie par HPLC preparative. On obtient 8,6 mg du 
conjugue CsA-linkerl-SynBl (M+H ^* = 3546 - Mgei tpa = 4344 - 
Rdt = 18%) . 
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XVII. Synthase Chimigue de la Cyclosporine 
vectoris6e CsA-linkerl5-SynBa , 

II sera fait reference a la figure 13 en annexe 
qui repr^sente sch6matiquement la synthase chimigue d'un 
5 compost vectorise de la cyclosporine. 

1. Synthase du d6riv6 peptidicme Cya-MP- SynBa , 

La synthase du peptidyl r^sine SynBa a 6t6 
decrite pr6c6deininent. 

Un melange de peptidyl r^sine SynBa (m = 4g - 1 

10 mmol brut), d'acide S-trityl-3-mercaptopropionique sous 
forme de sel de diisopropyl^thylamine (1,5 6q. - 0,72 g - 
1,5 mmol), de PyBOP (1,5 6q. - 0,78 g - 1,5 mmol) et de 
DIEA (2 6q. ^ V = 350 ^1 - 2 mmol) dans 35 ml de DMF est 
agit6 k temperature ambiante pendant 3h* La rSsine est 

15 lavee au DMF et au dichlorom^thane . Le peptide est cliv6 a 
I'acide trif luoroac^tique, precipit6 a l'6ther di^thylique 
puis centrifuge. On obtient 1 g de derive peptidique 3- 
mercaptopropionamide de SynBj (M+H ^* = 1483). On le 
solubilise dans 3 ml de DMF et y ajoute une solution de 

20 dithiodipyridine (3 6q. - 0,66 g - 3 mmol) dans 10 ml de 
DMF et agite pendant 3 h. On ajoute alors une solution 
d'hydrochlorure de cystfiamine (4 6q. - 0,45 g - 4 mmol) et 
agite deux jours k temperature ambiante. Le peptide est 
pr^cipite h 1' ether diethylique puis centrifuge. Le residu 

25 solide est purifie par HPLC preparative et on obtient 560 
mg de derive peptidique Cya-MP-SynBa (M+H ^* - 1561 - M ^fa 
= 2244 - Rdt = 25%). 

2. Couplaqe de la Cyclosporine A sur SynBa . 

On solubilise la CsA (100 mg - 83,2 ^mol) dans 
30 16 ml d'une solution de phosgene h 20% dans le toludne et 
agite a temperature ambiante pendant 4 jours. On concentre 
le milieu reactionnel sur evaporateur rotatif puis 
solubilise le residu solide dans 2 ml de DMF. On ajoute le 
derive peptidique Cya-MP-SynB3 (0,81 eq. - 152 mg - 68 
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^ol)r de la DIEA (1,4 6q. -20 til - 116 pmol) et agite a 
temperature ambiante pendant 3h. On purifie par HPLC 
preparative et obtient 80 mg du conjugue CsA-linkerlS-SynBa 
(M+H 1* = 2790 - M^eiTFK^ 3359 - Rdt = 35%). 

5 Le linker 15 est un d§riv6 du phosg&ne avec un 

groupe alkyl incluant un pont disulfure, 

TESTS PES COMPOSES > 
I. Composes testes > 
10 Les composes testes sont donnes dans le tableau 

1 ci-dessous. 



Compose 


Structure 


CsA 


Cyclosporine A 


CsA-linkerl-SynB3 


Cyclosporine A-linkerl-RRLSYSRRRF 


CsA-linker2-synB3 


Cyclosporine A-linker2-RRLSYSRRRF 


CsA-linker3-"SynB3 


Cyclosporine A-linker3-RRLS¥SimRF 


CsA-linker4-SynB3 


Cyclosporine A-linker4-RRLSYSRRRF 


CsA-linker5-SynB3 


Cyclosporine A-linkerS-RRLSYSRRRF 


CsA-linker6-SynB3 


Cyclosporine A-linker6-RRLSYSRRRF 


C s A- 1 i nker 7 - Sy nB 3 


Cyclosporine A-linker7-RRLSYSRRRF 


CsA-linker8-SynB3 


Cyclosporine A-linker8-RRLSYSRRRF 


CsA-linker9-SynB3 


Cyclosporine A-linker9-RIUiSYSRRRF 


C s A- 1 i nker 1 0 - Sy nB 3 


Cyclosporine A-linkerlO-RRLSYSRRRF 


CsA-linker 1 l-SynB3 


Cyclosporine A-linkerll-RRLSYSRRRF 


CsA-linkerl-SynB3 L/D 


Cyclosporine A-linkerl-RRLSYSrrrf 


CsA-linkerl-SynBl 


CyclosporineA-linkerl-RGGRLSYSRRRFSTSTGR 



Tableau 1 : Composes testes 



15 II. Essais de Cin6tique de liberation de la 

Cyclosporine A native . 

1. Liberation dans un tampon phosphate * 
Le conjugue teste est solubilise A une 
concentration finale de 10 dans un tampon phosphate 10 
20 mM de pH 7,5 additionne de 30% d'acetonitrile. On realise 
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une cin6tique de liberation de la cyclosporine A par le 
conjugu6 k 37*C, en prfilevant une partie de la solution h 
un temps choisi et en I'analysant par une chromatographie 
HPLC coupl^e Si un spectrometre de masse tandem (mode 
5 d'ionisation eiectrospray) • En s'appuyant sur une courbe de 
calibration, l'intensit6 de la transition 1203,3 > 675,6 
representative de la cyclosporine A, permet de calculer la 
quantity de cyclosporine pr6sente dans chaque 6chantillon- 
On peut ainsi tracer les courbes repr^sentant la quantity 

10 de cyclosporine A libSrfie en fonction du temps d' incubation 
du conjugue dans le tampon. Un temps de demi-lib^ration de 
la quantity de CsA (temps ou 50% de la CsA libre est 
relargu^e du produit vectorise ) est ensuite estime pour le 
conjugue teste. 

15 2. Resultats > 

Les temps de demi-liberation estimes sont 
presentes dans le teibleau 2 ci-dessous : 



Compose teste 


T 1/2 liberation (en heure) 


CsA-linkerl-SynB3 


0,83 


CsA-linker2-synB3 


3 


CsA-linker3-SynB3 


8 


CsA-linker4-SynB3 


>20 


CsA-linker5-SynB3 


>48 


CsA- linkers -SynB3 


>18 


CsA-linker7-SynB3 


>48 


CsA-linker8-SynB3 


>48 


CsA-linker9-SynB3 


4,7 


CsA-linkerlO-SynB3 


48 


CsA-linkerll-SynB3 


1/5 



Tableau 2 : Temps de demi-liberation estimes 

20 

Les conjugues testes libferent la cyclosporine A 
avec des vitesses qui different selon le linker present 
dans le conjugue. Le choix du linker permet done de moduler 
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la Vitesse de liberation de la cyclosporine A dans un 
tampon aqueux proche d'un milieu biologique. 

III. Essais de Perfusion c6r6brale , 
5 !• Perfusion c6r6brale in situ . 

Des souris (20-25 g, If fa-Credo ; I'Arbresle, 
France) sont anesth§si6es. Apres exposition de la carotide 
commune, I'artere carotide externe droite est li6e au 
niveau de la bifurcation avec la carotide interne et la 

10 carotide commune est li6e entre le coBur et le site 
d' implantation du catheter (catheter polyethylene, 
ID :0.76). Celui-ci, pr6alablement rempli par une solution 
d'h^parine (100 unites/ml) est insure dans la carotide 
commune. Les souris sont perfus6es avec le tampon de 

15 perfusion (128 mM NaCl, 24 mM NaHCOa, 4.2 mM KCl, 2.4 mM 
NaH2P04, 1.5 mM CaCl^, 0.9 mM MgSO^, et 9 mM D-glucose). Ce 
tampon est filtr^ puis bull6 par un melange contenant 95% 
Oj/ 5% COj afin de maintenir le pH proche de 7.4 et 
d'alimenter le cerveau en oxygene au cours de la perfusion. 

20 Les souris sont perfus6es avec le tampon 

contenant la cyclosporine A libre ou la cyclosporine A 
vectorisee. La cyclosporine A est marquee au tritium 3H 
(activity spgcifique 20 Ci/mol). Juste avant le d6but de la 
perfusion, le coeur est arrets par section des ventricules, 

25 ceci afin d'6viter au cours de la perfusion un reflux du 
perfusat. L'hgmisphere droit est alors perfuse a une 
Vitesse de 2,5 ml/min pendant 60 secondes apres quoi la 
souris est d6capitee. La quantity de radioactivity dans 
1' hemisphere droit est alors mesuree et la penetration 

30 c6rebrale (Kin) est calcuiee. 

2. Resultats. 

a. Tolerance des produits , 

L'effet des produits testes sur 1' integrity de 
35 la BHE a ete observe, grace au volume de distribution du 
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[14C] -sucrose, qui est une petite molecule ne p6n6trant pas 
dans le systdme nerveux central pour des temps d' exposition 
courts. On estime que ce volume ne doit pas excSder 20 
^1/g. Au del^, on conclut h. une permeability anormale de la 
5 BHE. Les composes testes ont 6t6 inject^s en presence de 
sucrose et 1' integrity de la BHE est mesur^e. Le tableau 3 
ci-dessous rapporte I'effet de la perfusion des produits 
sur 1' integrity de la BHE. Toutes les valeurs obtenues 
etant inf^rieures 20 pl/g, indiquent que les composes ne 
10 provoquent pas d'ouverture anormale de la BHE aux doses 
utilis^es. Dans le tableau 3, SEM indique la valeur de 
« standard error mean » et n indique le nombre d'animaux 
testes • 



Composes testes 


Dose perfus^e nmol 


V (;il/g) 


SEM 


n 


CSA 


18,7 


18,2 


0,2 


5 


CsA-linkerl-SynB3 


18,7 


19,3 


1,3 


4 


CsA-linkerl-SynB3 L/D 


18,7 


20,1 


5,9 


5 


CsA-linkerl-SynBl 


7,5 


15,5 


1,8 


2 



15 Tableau 3 : Volume de distribution du [14C-sucrose] 

b. P6n6tration des produits . 

Dans cette §tude, nous avons compare la 
penetration dans la BHE de la cyclosporine A libre avec la 

20 cyclosporine A vectorisee. Pour suivre le passage des 
produits & travers la barridre hemato-encephalique, nous 
avons utilise de la cyclosporine A prealab lament marquee au 
tritium 3H (activite specif ique de 20 Ci/mol). 

La cyclosporine A libre et la cyclosporine A 

25 vectorisee sont ensuite perfusees dans le cerveau de la 
souris* Aprds 60 secondes de perfusion dans le tampon, la 
penetration des produits est estimee par la constante 
d' influx ou Kin en pl/sec/g* Le tableau 4 ci-dessous montre 
que la vectorisation de la cyclosporine A par les vecteurs 

30 augmente son passage dans le cerveau d' environ 2 2i 4 fois 
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apres une perfusion de 60 secondes dans du tampon. Dans le 
tableau 4, SEM indique la valeur de « standard error mean » 
et n indique le nonibre d'animaux testes. 



Compost tests 


Kin (/il/s/g) 


SEM 


n 


CsA 


2,5 


0,8 


5 


CsA-llnkerl-SynB3 


10,1 


4,4 


4 


CsA-linkerl-SynB3 L/D 


6,1 


1,3 


5 


CsA-linkerl-SynBl 


5,0 


0,3 


2 



5 Tableau 4 ; Constante d' influx Kin en ^il/sec/g 

III. Essais de Pharmacocinfetiques iv de la 
Cyclosporine A native et vectoris6es > 

1 . P harmacocingtiques aprds injections 
10 intraveineuses * 

L'Stude du passage d'une substance au travers 
de la BHE n^cessite I'emploi de plusieurs approches 
compl^mentaires. La perfusion cer^brale permet des mesures 
sur des temps trSs courts. L' injection intraveineuse permet 

15 une Evaluation globale des pharmacocin^tiques chez 1' animal 
sur des temps longs. La molecule radioactive est introduite 
dans la circulation sanguine et se distribue dans 
I'organisme. Une certaine quantity de cette molecule 
pSndtre dans le cerveau ou sa concentration est mesur6e ^ 

20 des temps dSterminSs. 

2. Rgsultats pharmacocingtiques iv . 

Les souris sont inject^es par voie 
intraveineuse avec le compost a une dose de 0,7 mg/kg 
25 (Equivalent en Cyclosporine A). La Cyclosporine A est 
marquEe au tritium (activity spEcifique 20 Ci/mol). 

Apres 5,30 et 120 minutes, les souris sont 
sacrifices. Nous avons utilisE 3 souris par temps. Les 
organes sont ensuite pr61ev6s et comptEs. La quantite de 
radioactivity dans chaque organe est ensuite exprimee en 
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quantity de produit (Equivalent en cyclosporine) par gramme 
d'organe. Les quantit^s de produit mesur^es dans le cerveau 
sont indiquEes dans le tableau 5 cl-dessous. 



Groupe 


Coniposi 


Temps 


Quantity de produit 






(min) 


(nmol/g cerveau) 


1 


CsA 


5 


0,029 






30 


0,021 






120 


0,016 


2 


CsA-linkerl-SynB3 


5 


0,069 






30 


0,039 






120 


0,012 


3 


CsA-linkerl-SynB3 L/D 


5 


0,083 






30 


0,038 






120 


0,012 



Tableau 5 : Quantit6s de produit mesurSes dans le cerveau 
apres injections intraveineuses a 0^7 mg/kg Equivalent 



Dans une autre experience, les souris sont 
injectEes par vole intraveineuse avec le composE St une dose 
de 2 mg/kg (Equivalent en Cyclosporine A). La Cyclosporine 
A est marquEe au tritium (activitE spEcifique 5 Ci/mol). 
Les quantitEs de produit mesurEes dans le cerveau sont 
indiquEes dans le tableau 6 ci-dessous. 



Groupe 


Compost 


Temps 


Quantite de produit 






(min) 


(mnol/g cerveau) 


1 


CsA 


5 


0,036 






30 


0,040 






120 


0,019 


2 


CsA-linkerl-SynB3 


5 


0,141 






30 


0,092 






120 


0,038 


3 


CsA-linkerl-SynBl 


5 


0,127 






30 


0,079 






120 


0,017 



Tableau 6 : Quantites de produit mesurEes dans le cerveau 
5 apres injections intraveineuses k 2 mg/kg Equivalent 
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Les quantit^s de produit mesur^es dans le 
cerveau apres injections intraveineuses k une dose de 2 
mg/kg (Equivalent en Cyclosporine A) sont representees dans 
la figure 14. 

La vectorisation a permis d'am61iorer de fagon 
significative le passage de la Cyclosporine A h, travers la 
barriere h6mato-enc6phalique . Cette accumulation est 
observ^e non seulement pour des temps courts mais aussi 
5 pour des temps longs allant jusqu'a 2 heures post- 
administration. 
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REVENDICATIONS 

1) Un compost qui comprend au moins une 
molecule de cyclosporine et au moins un vecteur peptidique 
capable de transporter ladite molecule k travers la 

5 barriere hemato-enc^phalique. 

2) Le compost selon la revendication 1, 
caract^risg en ce que la molecule de cyclosporine est la 
Cyclosporine A. 

10 

3) Le coznpos6 selon la revendication 1 ou 2, 
caractSrise en ce que le vecteur peptidique est un peptide 
linSaire ayant pour formule I'une des formules suivantes 
(I) ou (II) : 

15 BX(X ou B)BXXXXBBBXXXXXXB (I) 

BXXXBXXXBXXXXBBXB ( II ) 

dans lesquelles : 

-les groupes B, identiques ou differents, 
repr6sentent un rSsidu d'un acide aiainS dont la chaine 
20 lat6rale porte un groupement basique, et 

-les groupes X, identiques ou diff§rents, 
repr6sentent un r^sidu d'un acide anting aliphatique ou 
aromatique, 

ou lesdits peptides de formule (I) ou (II), 
25 dans leur forme retro ou formes des acides amines ayant une 
configuration D et/ou L, 

ou un fragment foinn^ d'une sequence d'au moins 
5, et pr6f6rentiellement 7 acides amines successifs des 
peptides de la formule (I) ou (II). 

30 

4) Le compost de la revendication 3, 
caract4ris6 en ce que B est choisi parmi le groupe 
comprenant I'arginine, la lysine, 1' acide diaminoacStique , 
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1 ' acide diaminobutyrique , 1 ' acide diaminopropionique , 1 ' 
ornithine . 

5) Un compost selon les revendlcations 3 ou 4, 
5 caracteris6 en ce que X est choisi parmi la glycine, 

1' alanine, la valine, la norleucine, 1 ' isoleucine, la 
leucine, la cysteine, la ^'^cyst^ine, la penicillamine, la 
methionine, la serine, la threonine, I'asparagine, la 
glutamine, la phenylalanine, I'histidine, le tryptophane, 

10 la tyrosine, la proline, I'Abu, 1' acide amino -1- 
cyclohexane carboxylique, I'Aib, le carboxylic 2- 
aminotetraline, la 4-bromoph6nylalanine, la tert-Leucine, 
la 4-chlorophenylalanine, la beta-cyclohexylalanine, la 
3 , 4-dichlorophenylalanine, la 4-f luoroph^nylalanine, 

15 I'homoleucine, la beta-homoleucine, I'homoph^ny alanine, la 
4-methylphenylalanine, la 1-naphtyl-alanine , la 2- 
naphtylalanine, la 4-nitropheny lalanine , la 3- 
nitrotyrosine, la norvaline, la phenylglycine, la 3- 
pyridylalanine, la [ 2 -thienyl] alanine. 

20 

6) Un compose selon I'une quelconque des 
revendlcations 1^5, caract6rise en ce que la molecule de 
cyclosporine est liee directement ou indirectement au 
vecteur peptidique en son extremite N-terminale ou C- 

25 terminale ou par I'une de ses chaines later ales. 

7) Un compose selon I'une quelconque des 
revendlcations 1 k 6, caracterise en ce que la molecule de 
cyclosporine peut etre liee directement ou indirectement au 

30 vecteur peptidique par 1 ' intermediaire d'un groupe 
fonctionnel qui est present naturellement ou insere soit 
dans le vecteur soit dans la molecule, ou dans les deux. 

8 ) Le compose de la revendication 7, 
35 caracterise en ce que le groupe fonctionnel est choisi 
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parmi des groupes comprenant -OH, -SH, -COOH, -C(0)H, - 
C(0)-, -NHj, 

9) Un compost selon I'une quelconque des 
revendications 1^8, caract6ris6 en ce que la liaison 
entre la mol6cule de cyclosporine et le vecteur peptidique 
peut etre choisie parmi les groupes comprenant une liaison 
covalente, une liaison hydrophobe, une liaison ionique, un 
linker qui est clivable ou non clivable en milieu 
physiologique ou h I'int^rieur des cellules. 

10) Un compost selon la revendication 9, 
caract^risfi en ce que le linker est choisi dans le groupe 
comprenant les agents bi- ou multifonctionnels contenant un 
alkyl, aryl, alkylaryl ou des groupes peptidiques, esters, 
amides, amines, alkyl, aryl ou alkylaryl aldehydes ou 
acides, anhydrides, sulfhydriles ou des groupes carboxyles 
tels que les d6riv6s d' acide maleymil benzoique, acide 
maleymil propionique et les derives succinimidyles, groupes 
d6riv6s de bromure ou chlorure de cyanogene, 
carbonyldiimidazole, esters, phosgene, esters de 
succinimide ou halogSnures sulfoniques. 

11) Un compost selon I'une quelconque des 
revendications 9 ou 10, caract6ris6 en ce que le linker est 
choisi dans les groupes comprenant les formules suivantes : 

-C(0)-R4-NRi-C(0)-(CH2)„-NH-(CH2)„-C(0)- (III) 
-C ( 0 ) -R^-NRi-C ( O ) -R2-NH-R3-C ( 0 ) - ( IV ) 
-C ( 0 ) -R4-NRi-Hyp-.0-C ( O ) -R5-C ( 0 ) - ( V ) 
-C ( 0 ) -R4-NR1-C ( O ) -CH ( NH2 ) -R5-O-C { 0 ) -Rs-C ( O ) - ( VI ) 
-C ( O ) -R4-NR1-C ( 0 ) -R5-NH-O-R8-C ( O ) - ( VI I ) 
-C ( 0 ) -R4-NR1 -C ( O ) -Rj-O-NH-Re-C ( 0 ) - ( VI 1 1 ) 
-C ( 0 ) -R4-NR1-C ( O ) -R5-NR7-NR6-R8-C ( 0 ) - ( IX ) 
-C(0)-R4-NH-R5-C(0)- (X) 
dans lesquelles : 
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n et m sont des entiers ind6pendants sup6rieurs 
ou ggaux hi, 

Ri est ORfi/ N(Rg)R7, un alkyl, un aryl, un 
alkylaryl, un acyl ou uh allyl, 
5 Ra et R3 sont des alkyls dont au moins un est 

ramifi6 par un ou deux ou une combinaison d'alkyl, aryl, 
alkylaryl, acyl^ allyl) ou tout autre alkyl ramifi6 pouvant 
porter des groupes h6t6roatomiques, 

R4, R5 et Re sont, indSpendamment, des alkyls 
10 lin^aires (CHj)^ ou ramifies par un ou deux ou une 
combinaison d' alkyl, aryl, alkylaryl, acyl, allyl ou tout 
autre alkyl ramifig pouvant porter des groupes 
hSt^roatomiques , 

Rg et R7 sont/ indSpendamment, H, un alkyl, un 
15 aryl, un alkylaryl, un acyl ou un allyl, 

Hyp-0 represents un r^sidu hydroxyproline ou le 
groupe hydroxy est en position 2, ou 3, ou 4 de la proline, 
la liaison au reste du bras de liaison se faisant par 
1 ' interm^diaire de 1 ' oxygene du groupe hydroxy de 
20 1 ' hydroxyproline , 

les carbones asym§triques presents dans les 
groupes Rj, Rj, R3, R4, R5, Rg, R,, Rg ou Hyp-0 pouvant etre 
de configuration R ou S. 

25 12) Un compost selon I'une quelconque des 

revendications 9 & 11, caract6ris6 en ce que la liaison 
entre le linker et la molecule de cyclosporine et/ou le 
vecteur peptidique comprend au moins un pont disulfure. 

30 13) Une composition pharmaceutique comprenant 

au moins un compost selon les revendications 1 ^ 12. 

14) Utilisation d'un compost selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 12 pour la preparation 
35 d'une composition pharmaceutique pour le traitement ou la 
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prevention des fitats neurologiques algus incluant les 
16sions cSr^brales traumatiqueSr les lesions de la moelle 
6pinidre, 1' exposition aux radiations, la chimiothfirapie , 
les 6tats 6pileptiques, la schizophrfinie et la chirurgie 
c^r^brale ou spinale. 

15) utilisation d'un compost selon I'une 
quelconque des revendications 1 3i 12 pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique pour le traitement ou la 
prevention des 6tats neurologiques aigus incluant 
1' accident vasculaire cerebral, 1' accident vasculaire 
cerebral embolique, I'ischemie globale cer6brale, la 
rupture d'anevrisme, I'hemorragie subarachnoide, les 
spasmes des vaisseaux et 1' accident vasculaire cerebral 
hemorragique . 

16) Utilisation d'un compose selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 12 pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique pour le traitement ou la 
prevention des maladies neurodegeneratives comprenant la 
maladie d' Alzheimer, la maladie de Parkinson, la maladie de 
Huntington, le syndrome de Down, la maladie de Charcot, 
I'atrophie spino-musculaire, la paralysie bulbaire, la 
schizophrenie , le syndrome de Tourette, I'atrophie 
cerebrale corticale diffuse, la demence h corps de Lewy, la 
demence mesolimbocorticale, la deg6nerescence thalamique, 
la maladie de Pick, I'atrophie multisysteme , la 
degenerescence cortico-striato-spinale, le syndrome de Shy- 
Drager, le syndrome de Richardson-Steele-Olzewski, le 
complexe Prakinson-SLA-oemence de Guam, le syndrome post- 
polio, I'atrophie olivocerebelleuse , 1' ataxic de 
Friedreich, le syndrome par aneoplas t ique , 
I'encephalopathie traumatique chronique (Demence 
pugilistique ) , la maladie de Wilson, la maladie de Menke, 
la gangliosidose Tay-Sachs et la maladie de Krabbe, la 



wo 03/070755 



60 



PCT/FR03/00591 



neuropathie p6r iph^r igue , la neuropathie diabStique et le 
vieillissement . 

17) Utilisation d'un compost selon I'une 
5 quelconque des revendications 1 a 12 pour la preparation 

d'une composition pharmaceutique pour le traitement ou la 
prevention des maladies a prions incluant la maladie de 
Creutzfeldt- Jacob, la maladie atypique de Creutzfeldt- 
Jacob, le Kuru, la scrapie , et l'enc6phalopathie bovine 
10 spongiforme. 

18) Utilisation d'un compost selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 12 pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique pour le traitement ou la 

15 prevention des maladies retrovirales incluant la demence du 
SIDA, la myeiopathie du SIDA, la neuropathie peripherique 
du SIDA, et la paraparesie tropicale. 

19) Utilisation d'un compose selon I'une 
20 quelconque des revendications 1 a 12 pour la preparation 

d'une composition pharmaceutique pour le traitement ou la 
prevention des maladies visuelles et retiniennes incluant 
la degenerescence relative au glaucome, la degenerescence 
maculaire, la degenerescence diabetique, la retinopathie 

25 diabetique, 1' inflammation relative a la degenerescence, le 
detachement retinien, les neurites optiques, les lesions du 
nerf optique, du chiasma optique, du tractus optique et les 
lesions retiniennes causees par les photons, les 
traumatismes, I'ischemie, et 1 ' augmentation de la pression 

30 intracr§nienne • 

20) Utilisation d'un compose selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 12 pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique pour le traitement ou la 

35 prevention d' infections virales et bacteriennes et 
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d' encephalopathies incluant les encSphalites herp^tiques, 
1 ' encephalite fiquine , 1 ' enc6phalite post-vaccinatoire , 
I'encgphalite Japonaise, 1 ' encephalite Nile, la mSningite, 
la rage, la poliomyeiite, la leukoencephalopathie 
5 progressive multif ocale, la panenc^phalite subaigiie 
scierosante, la malaria c^rebrale, la maladie de Lyme et la 
neurosyphilis. 

21) Utilisation d'un compost selon I'une 
10 quelconque des revendications 1 a 12 pour la preparation 

d'une composition pharmaceutigue pour le traitement ou la 
prevention des maladies immunes incluant les scleroses en 
plaque, le syndrome de Guillain-Barre , le lupus 
erythemateux et la maladie de Grave. 

15 

22) Utilisation d'un compose selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 12 pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique pour le traitement ou la 
prevention des effets des neurotoxines incluant les 

20 aminoglycosides, les hydrocarbures chlores, les 
organophosphates, les insecticides, les herbicides, le 
paraquat, 1' Agent Orange, les gaz innervant, le MPTP, la 
rotenone, le cyanide, le monoxyde de carbone, le methanol, 
I'ethanol, le mercure, 1' arsenic et les agents de 

25 chimiotherapie incluant le methotrexate, la mere apt ©purine, 
le f luorouracile, les nitrosoureas, 1 ' hydroxyurea , le 
cisplatinum, le carboplatinum, la daunorubicine, la 
doxorubicine, I'eposide, la vincristine, la vinblastine, le 
taxol et ses derives, le cyclophosphamide, et les 

30 corticosteroides . 

23) Utilisation d'un compose selon I'une 
quelconque des revendications 1 & 12 pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique pour le traitement ou la 
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prevention des encephalopathies mStaboliques incluant 
1 ' enc^phalopathie h^patique et 1 ' encSphalopathie ur^mique. 

24) Utilisation d'un compost selon I'une 
5 quelconque des revendications 1 ^ 12 pour la preparation 

d'une composition pharmaceutique pour le traitement ou la 
prevention de I'Stre humain necessitant un etat de non- 
immunite en vue de la transplantation d'un organe, tissu ou 
cellulaire, ou pour les maladies autoimmunes et immunes 
10 telles que I'arthrite rhvimatoide, 1' eczema, le psoriasis et 
I'alopecie. 

25) Utilisation d'un compose selon I'une 
quelconque des revendications 1 cL 12 pour la preparation 

15 d'une composition pharmaceutique pour le traitement chez 
I'etre humain d'une tiameur resistante a la chimiotherapie • 

26) Utilisation selon I'une quelconque des 
revendications 14 a 25, caracterisee en ce que la 

20 composition pharmaceutique est une forme appropriee pour 
1 ' administration par la voie parenterale, la voie 
intravasculaire, la voie orale, la voie rectale, la voie 
vaginale, la voie nasale, la voie transdermique, la voie 
pulmonaire, la voie cerebrospinale , la voie 

25 intracisternale , la voie subarachnoide , la voie 
intratechale, ou directement dans ou sur le parenchyme 
cerebral. 

27) Utilisation selon I'une quelconque des 
30 revendications 14 k 25, caracterisee en ce que la 

composition pharmaceutique est une forme appropriee pour 
1' administration par la voie intravasculaire, la voie 
cerebrospinale, la voie intraventriculaire, la voie 
intracisternale , la voie subarachnoxde , la voie 
35 intratechale, ou directement dans ou sur le parenchyme 
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c6r6bral, utilisant partiellement ou complStement des 
appareils tels que ceux a relargage prolong^ par injection 
d^pdt, des pompes, des reservoirs ou des catheters. 

5 28) Agent de liaison r6pondant k I'une des formules 

suivantes : 

-C(0)-R4-NRi-C(0)-(CH2)„-NH-(CH2)„-C(0)- (III) 
-C ( 0 ) -R4-NR1-C ( 0 ) -R2-NH-R3-C ( 0 ) - ( IV ) 
-C ( 0 ) -R^-NRi-Hyp-O-C ( 0 ) -R5-C ( 0 ) - { V ) 
10 -C ( 0 ) -R4-NR1-C ( O ) -CH ( NH2 ) -R5-O-C ( 0 ) -Rb-C ( 0 ) - ( VI ) 

-C ( 0 ) -R4-NR1-C ( O ) -Rg-NH-O-Re-C ( O ) - ( VI I ) 
-C ( 0 ) -R4-NR1-C ( O ) -Rj-O-NH-Rs-C ( O ) - ( VII I ) 
-C ( 0 ) -R4-NR1-C ( 0 ) -Rs-NR^-NRfi-Rg-C ( 0 ) - ( IX ) 
-C(0)-R4-NH-R5-C(0)- (X) 
15 dans lesquelles : 

n et m sont des entiers ind^pendants sup6rieurs 
ou ^gaux hi, 

Rj est ORg, N(R6)R,, un alkyl, un aryl, un 
alkylaryl, un acyl ou un allyl, 
20 R2 et R3 sont des alky Is dont au moins un est 

ramifie par un ou deux ou une combinaison d'alkyl^ aryl, 
alkylaryl, acyl, allyl) ou tout autre alkyl ramifiS pouvant 
porter des groupes h6t6roatomiques, 

R4, R5 et Re sont, ind^pendairanent, des alky Is 
25 lin6aires (CH2)„ ou ramifies par un ou deux ou une 
combinaison d' alkyl, aryl, alkylaryl, acyl, allyl ou tout 
autre alkyl ramifi6 pouvant porter des groupes 
hSt^roatomiques , 

Rg et R, sont, indSpendamment H, un alkyl, un 
30 aryl, un alkylaryl, un acyl ou un allyl, 

Hyp-0 repr6sente un r6sidu hydroxyproline ou le 
groupe hydroxy est en position 2, ou 3, ou 4 de la proline, 
la liaison au reste du bras de liaison se faisant par 
1 ' intermediaire de l^oxygfene du groupe hydroxy de 
35 1 ' hydroxyproline , 



i 
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les carbones asymetrigues presents dans les 
groupes R^, Rj, Ra, R4, R5, R^, R7, Ra ou Hyp-0 pouvant §tre 
de configuration R ou S. 
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<210> 1 

<2X1> 10 

<212> PRT 

<213> \midentif ied 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1)..(10) 

<223> Peptide SynB3 

<400> 1 

Arg Arg Leu Ser Tyr Ser Arg Arg Arg Phe 



1 


5 


<210> 


2 


<211> 


10 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1)..(10) 


<223> 


Peptide SynB3 L/D 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1) . . (6) 


<223> 


Ac ides amines L 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(7) (10) 


<223> 


Ac ides amines D 


<400> 


2 



Arg Arg Leu Ser Tyr Ser Arg Arg Arg Phe 
1 5 .10 



<210> 3 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 
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<222> 

<223> Ala-SynB3 
<400> 3 

Ala Arg Arg Leu Ser Tyr Ser Arg Arg Arg Phe 
15 10 



<210> 


4 


<211> 


11 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1) . . (11) 


<223> 


B§ta-Ala-SynB3 


<400> 


4 



Ala Arg Arg Leu Ser Tyr Ser Arg Arg Arg Phe 
15 10 



<210> 


5 


<211> 


19 


<212> 


PRT 


<213> 


unidentified 


<220> 




<221> 


PEPTIDE 


<222> 


(1) . . (19) 


<223> 


Gly-SynBl 


<400> 


5 



Gly Arg Gly Gly Arg Leu Ser Tyr Ser Arg Arg Arg Phe Ser Thr Ser 
15 10 15 

Thr Gly Arg 



<210> 6 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1)..(18) 
<223> SynBl 
<400> 6 

Arg Gly Gly Arg Leu Ser Tyr Ser Arg Arg Arg Phe Ser Thr Ser Thr 
15 10 15 



Gly Arg 



